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POVZETEK 
V razvitem svetu je najpogostejši način okužbe z virusom hepatitisa E (HEV) vnos z 
okuženo hrano, prenaša pa se lahko tudi s transfuzijo okužene krvi in krvnih pripravkov ter 
s presaditvijo okuženih organov. Če okuženo kri ali krvni pripravek prejme imunsko 
oslabel bolnik, je pri njem možnost razvoja kroničnega hepatitisa E zelo velika in lahko 
vodi v odpoved jetrne funkcije in smrti. Ker v Republiki Sloveniji nimamo rutinskega 
testiranja na prisotnost HEV v darovanih enotah krvi, nevarnost njegovega prenosa s 
transfuzijo ni zanemarljiva. Cilj magistrske naloge je bil določiti pojavnost akutne okužbe 
s HEV ter razširjenost prisotnosti protiteles IgG proti virusu med slovenskimi krvodajalci. 
Za določitev pojavnosti okužbe smo testirali 9284 vzorcev plazme na prisotnost RNA HEV 
z metodo specifičnega pomnoževanja virusnih nukleinskih kislin, v 1263 od teh pa smo s 
serološkim testom določali prisotnost protiteles IgG anti-HEV. Vzorce, ki so vsebovali 
omenjena protitelesa, smo dodatno testirali še na virusa v reaktivnih vzorcih so izvedli na 
prisotnost protiteles IgM anti-HEV. Kvantitativno določanje RNA HEV in genotipizacijo 
Nacionalnem referenčnem centru za hepatitis E v Toulouse-u v Franciji.  
Izmed 9284 testiranih vzorcev jih je bilo na prisotnost RNA HEV reaktivnih pet, dva med 
njimi pa sta vsebovala tudi protitelesa IgG in IgM anti-HEV. Vseh pet RNA HEV 
reaktivnih krvodajalcev smo spremljali vse do aviremije. Genotipizacija virusa je bila 
uspešna v štirih od petih vzorcev, pri čemer sta bila določena genotip 3a v treh, ter genotip 
3f v enem vzorcu. Virusno breme v pozitivnih vzorcih je bilo v razponu od 16 do 
18700 IU/mL. Prisotnost protiteles IgG anti-HEV smo potrdili pri vseh petih krvodajalcih, 
in sicer v obdobju od 0 do 105 dni po prvem darovanju krvi. Izmed 1263 serološko 
testiranih vzorcev jih je 94 (7,4%) vsebovalo protitelesa IgG anti-HEV. Trije od teh pa so 
bili hkrati pozitivni tudi na prisotnost protiteles IgM anti-HEV, a so bili obenem RNA 
HEV nereaktivni.  
Pojavnost okužbe s HEV je glede na naše rezultate 1:1857, kar pomeni, da je okužena 1 na 
vsakih 1857 donacij krvi. Ocenjena razširjenost okužbe med slovenskimi krvodajalci je 
torej 7,4%. Njena pojavnost je primerljiva s tistimi evropskimi državami, za katere so 
tovrstni podatki na voljo. Glede na trenutno dostopne uradne informacije je razširjenost 
okužbe s HEV med krvodajalci pri nas med nižjimi v Evropi.  
 
Ključne besede: virus hepatitisa E (HEV), krvodajalci, testiranje NAT, test Procleix HEV 
  
 
 
 
 
ABSTRACT 
The most common way of Hepatitis E virus (HEV) transmission in developed countries is 
food-borne zoonosis, but HEV can also be transmitted by transfusion of infected blood and 
blood products or transplantation of infected organs. In case infected blood or blood 
products are transfused to immunocompromised patients, there is a high risk of chronic 
hepatitis E development or even hepatic failure and death. Currently, there is no routine 
testing of donated blood units for HEV infection in place in Republic of Slovenia, so the 
risk of HEV transmission with infected blood is significant. The aim of master thesis study 
was to determine the incidence of acute HEV infection and the seroprevalence of anti-HEV 
IgG antibodies among Slovenian blood donors. To determine incidence and  
seroprevalence of HEV infection we tested 9284 blood plasma samples for HEV RNA 
reactivity using the Transcription Mediated Amplification (TMA) technology, and 1236 
out of these were also serologically tested for anti-HEV IgG antibodies. Anti-HEV IgG 
reactive samples were further tested for anti-HEV IgM antibodies. Genotyping and 
quantitative NAT of HEV RNA reactive samples was performed by Centre National de 
Reference Hepatitis E, Toulouse, France.  
Among 9284 tested samples 5 were reactive to HEV RNA and 2 out of those were also 
reactive to anti-HEV IgG and IgM antibodies. We followed-up all 5 HEV RNA reactive 
blood donors until the end of viremic phase. HEV genotype was successfully determined in 
4 out of 5 samples (3 cases of 3a and 1 case of 3f genotype). The range of viral load in 
index blood samples was from 16 to 18,700 IU/mL. The presence of anti-HEV IgG 
antibodies was confirmed in all five HEV RNA reactive blood donors from 0 to 105 days 
after the index donation. Among 1263 samples tested for anti-HEV IgG antibodies 94 were 
reactive (7,4%). Three out of these 94 were anti-HEV IgM reactive as well, but HEV RNA 
nonreactive.  
Results show 1:1857 incidence of HEV infection among Slovenian blood donors, which 
means 1 in every 1857 blood donations is compromised. The seroprevalence of anti-HEV 
IgG antibodies among Slovenian blood donors is 7,4%. The incidence is comparable to the 
HEV incidence in other European countries for which data is available. The seroprevalence 
of HEV infection in Slovenia is among lowest in Europe. 
Key words: Hepatitis E virus (HEV), blood donors, NAT testing, Procleix HEV assay  
  
 
 
 
 
SEZNAM KRATIC 
 
ALT – alanin aminotransferaza  
ang. – angleško 
anti-HEV – protitelo proti virusu hepatitisa E 
AST – aspartat aminotransferaza 
DNA – deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EASL – Evropsko združenje za raziskave jeter (ang. European Association for the Study 
of the Liver) 
ELISA – encimskoimunska metoda na trdem nosilcu (ang. Enzyme-linked immunosorbent 
assay) 
G1, G2, G3, G4 – genotip 1, genotip 2, genotip 3, genotip 4 
HBV – virus hepatitisa B (ang. hepatitis B virus) 
HCV – virus hepatitisa C (ang. hepatitis C virus) 
HEV – virus hepatitisa E (ang. hepatitis E virus) 
HIV – virus pridobljene imunske pomanjkljivosti (ang. human immunodeficiency virus) 
MTU – namenski reakcijski vsebnik za uporabo na sistemih Procleix (ang. multi-tube unit) 
NAT – tehnike pomnoževanja nukleinskih kislin (ang. nucleic acid amplification 
technology) 
NK – nukleinska kislina 
ORF – odprt bralni okvir (ang. open reading frame) 
RLU – relativna svetlobna enota (ang. relative light unit) 
RNA – ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
S/CO – razmerje med signalom in mejno vrednostjo analita (ang. signal to cutoff ratio) 
TMA – pomnoževanje, posredovano s prepisovanjem RNA (ang. transcription mediated 
amplification) 
 
 
 
 
WNV – virus Zahodnega Nila (ang. West Nile virus) 
ZTM – Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino 
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1 UVOD 
1.1 Virus hepatitisa E 
Obstoj virusa hepatitisa E (HEV) so prvič dokazali leta 1983, ko je ruski znanstvenik M. S. 
Balayan preučeval nepojasnjen izbruh hepatitisa med sovjetskimi vojaki, ki so bili sicer 
negativni na označevalce okužb z virusoma hepatitisa A in B. Balayan je na samem sebi 
dokazal, da se virus prenaša fekalno-oralno, ko je zdrav in imun na virus hepatitisa A 
zaužil ekstakte zlivkov okuženega blata in nato z elektronsko mikroskopijo odkril do tedaj 
neznane virusne delce v svojem okuženem blatu. Genski zapis HEV so določili nekoliko 
kasneje, leta 1991, ko so ga tudi poimenovali (1–3). HEV je majhen enterovirus, ki je po 
organizaciji genoma in zgradbi virusnega delca še najbolj podoben kalicivirusom, kamor 
so ga sprva tudi uvrstili, danes pa vemo, da sodi v virusno družino Hepeviridae (Slika 1), 
rod Orthohepevirus (1, 4). Rod Orthohepevirus delimo na štiri tipe, v katere so uvrščeni 
sevi, ki okužijo različne živalske vrste (Slika 1). Orthohepevirus A zajema seve, ki okužijo 
ljudi, domače in divje svinje ter jelenjad. Med temi je trenutno znanih osem genotipov 
HEV, od katerih jih pet (G1-4 ter G7) lahko okuži človeka (5).  
 
Slika 1: Filogenetsko drevo virusne družine Hepeviridae; povzeto po (5). 
 
1.1.1 Zgradba virusnega delca in genoma 
Virusni delec HEV je velik 32 nm in je kroglaste oblike (1). V žolču in blatu ga najdemo 
brez virusne ovojnice, medtem ko je v krvi obdan z lipidno membrano, ki je ostanek 
okužene celice (2). Raziskave so pokazale, da je virusni delec brez ovojnice bolj infektiven 
od viriona z ovojnico, in da protitelesa anti-HEV nevtralizirajo predvsem gole virusne 
Hepeviridae
Orthohepevirus
A
(ljudje, prašiči, zajci, 
jelenjad, mungo)
8 genotipov, 1 serotip
G1&G2: 
obligatorni humani 
patogeni, nerazvite 
države
G3&G4: 
rezervoar so živali, 
obolevajo v razvitih 
državah
G5&G6:
Japonska; okužbe 
ljudi še niso znane
G7&G8: 
kamele, znane okužbe 
ljudi
B (kokoši)
C (pogane, 
dihurji)
D (netopirji)
Piscihepevirus
A (nekatere 
vrste postrvi)
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delce (6). Znotraj virusne kapside se nahaja pozitivno polarna, enovijačna ribonukleinska 
kislina [(+)ssRNA], zgrajena iz približno 7200 nukleotidov (Slika 2). Virusni genom 
delimo na tri področja: nekodirajoče 5', s 7-metilgvanozinsko kapo, kodirajoče s tremi 
odprtimi bralnimi okvirji (ORF) ORF1, ORF2, ORF3 in nekodirajoče 3' (1). Sev genotipa 
1 HEV ima še dodaten odprti bralni okvir ORF4, ki se nahaja znotraj ORF 1 (7). ORF1 
nosi zapis za dolg poliprotein, ki vsebuje več domen, katerih funkcije so zaenkrat slabo 
raziskane (7). Poliprotein pa naj bi imel glavno vlogo pri virusnem podvojevanju (1). V 
ORF2 je shranjen zapis za kapsidni protein, ki ima tri domene, S, M in P, pri čemer je P 
vezavno mesto za nevtralizirajoča protitelesa anti-HEV (6, 8). ORF3 kodira protein, ki 
sodeluje pri sproščanju virionov iz okuženih celic (viroporin HEV) (5, 9).  
 
Slika 2: Organizacija genoma virusa hepatitisa E; povzeto po (9, 10) Znotraj ORF1 najdemo področja, ki kodirajo 
metiltransferazo (MeT), papainu podobno cisteinsko proteazo (PCP), hipervariabilno (HVR) regijo, helikazo RNA (Hel) 
in od RNA odvisno polimerazo RNA (RdRp). 
 
1.1.2 Življenjski cikel virusa hepatitisa E (HEV) 
Virus hepatitisa E se, podobno kot ostali virusi, pritrdi na tarčno (jetrno) celico z vezavo na 
heparan sulfatne proteoglikane (Slika 3, korak 1), morebitni receptorji, ki bi pomagali pri 
njegovem vstopu vanjo, pa še niso znani (10, 11). Katpur in sod. so dokazali, da HEV 
celice internalizirajo z od klatrina odvisno endocitozo (Slika 3, korak 2) (12). Ker se 
genom virusa hepatitisa E podvaja v citoplazmi gostiteljske celice, mora nato priti do 
transporta njegove RNA preko endosomske membrane (Slika 3, korak 3), pri čemer pa ta 
proces ostaja slabo raziskan (10). Podvojevanje genoma HEV poteka po enakem 
mehanizmu kot podvojevanje ostalih RNA - virusov. Najprej se ORF1 prevede v 
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poliprotein (Slika 3, korak 4), ki vsebuje od RNA odvisno polimerazo RNA (RdRp), ta pa 
nato glede na matrico sintetizira komplementarno negativno polarno verigo RNA. Slednja 
je matrica za nove prepise dveh vrst: pozitivno polaren celoten prepis genoma, ki se nato 
pakira v virusne delce, ter krajše (t.i. subgenomske) pozitivno polarne verige RNA, ki 
kodirajo ORF2 in ORF3 (Slika 3, korak 5). Subgenomske RNA ribosomi prevedejo v 
kapsidno beljakovino in viroporin HEV (Slika 3, korak 6), ki sta nujna za pakiranje virusov 
in njihovo sproščanje iz celic (Slika 3, korak 7) (9, 10).  
 
Slika 3: Življenjski cikel HEV; prirejeno po (10). 
 
1.1.3 Epidemiologija 
Okužbe z virusom hepatitisa E so genotipsko specifične. Tako sta genotipa 1 (G1) in 2 
(G2) HEV povzročitelja akutnega hepatitisa med mladimi odraslimi na endemskih 
področjih osrednje in jugovzhodne Azije (G1), Bližnjega vzhoda (G1), v srednji Ameriki 
ter severni in zahodni Afriki (G2) (4, 13). Na področjih držav v razvoju se HEV prenaša po 
fekalno-oralni poti, saj so tam sanitarno-higienske razmere slabe, to pa omogoča širjenje 
virusa z onesnaženo vodo. Zato so na teh področjih pogoste epidemije hepatitisa E, ki so 
ponavadi posledica fekalno onesnaženih virov pitne vode (1). Genotipa HEV 1 in 2 
 
 
4 
 
povzročata okužbe ljudi in se ne prenašata sekundarno, t.j. s človeka na človeka, z izjemo 
vertikalnega prenosa z matere na plod (1, 14).  
Genotipa HEV 3 (G3) in 4 (G4) povzročata okužbe živali in ljudi, ki se z virusom okužijo 
z uživanjem toplotno neobdelanega ali premalo obdelanega (oporečnega) mesa ali mesnih 
izdelkov nekaterih živalskih vrst (13, 15). Glavni rezervoar okužbe z G3 in G4 HEV so 
domači prašiči, sledijo jim divji prašiči ter srnjad in jelenjad, okužimo pa se lahko tudi po 
zaužitju surovih školjk, ki so rastle v virusno onesnaženi vodi (4). Genotipa 3 in 4 torej 
povzročata sporadične, lokalno pridobljene (avtohtone) zoonoze in sta povzročitelja 
okužbe s HEV v industrializiranih državah, pri čemer je G3 prisoten v razvitih državah po 
celem svetu, medtem ko najdemo G4 predvsem v JV Aziji (7, 13, 14). Poleg vnosa z 
okuženo hrano, ki je najpogostejši način okužbe s HEV v razvitem svetu, so opisani tudi 
primeri prenosa virusa s transfuzijo krvi oz. krvnih pripravkov ter s presajenimi okuženimi 
organi (7, 15). Prenos HEV s spolnim odnosom pa ni dokazan (16). 
Več evropskih držav je v zadnjih letih izvedlo epidemiološke študije razširjenosti okužbe s 
HEV. Njihovi rezultati kažejo, da pojavnost okužbe s HEV narašča, kar lahko pripišemo 
večji ozaveščenosti o obstoju HEV, posledično pogostejšemu izvajanju testiranja, poleg 
tega pa seveda dejanskemu porastu števila okužb v splošni populaciji (7). Najaktualnejši 
podatki o razširjenosti okužbe s HEV v splošni populaciji Evropske Unije in EEA se 
gibljejo med 1,8 in 17,1 % (13). Aspinall in sod. so v okviru obsežnejše študije ugotovili, 
da je število prijavljenih okužb med leti 2011 in 2015 na področju EU/EEA naraslo za 
trikrat (17).  
1.1.4 Patogeneza okužbe 
Inkubacija po okužbi s HEV traja od 15 do 60 dni (1). Prenos HEV je enteričen, še vedno 
pa ni znano, kako virus prestopi sluznico prebavil in vstopi v kri, s katero potuje v jetra, ki 
so poglavitno mesto njegovega pomnoževanja (18). Pomnoževanje virusa v drugih tkivih 
ni izključeno, saj bi s tem lahko pojasnili ekstrahepatične menifestacije okužbe s HEV 
(10). Iz jeter se virus širi v žolčnik in se izloča z blatom. Pojav viremije sovpada z 
izločanjem HEV z blatom, ki je največje med inkubcijsko dobo in v prvih dneh bolezni. V 
blatu pa je koncentracija HEV razmeroma nizka, do 106 kopij/g (1).  
1.1.5  Klinična slika okužbe 
Poteka okužbe z G1 in G2 se razlikujeta od poteka okužbe, ki jo povzročita G3 in G4.  
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Okužba z G1 in G2 HEV v 80% primerov poteka asimptomatsko (19). Če so prisotni 
simptomi, pa so nespecifični za okužbo s HEV, npr. slabost, utrujenost, izguba apetita, 
zlatenica in bolečina v mišicah. Rezultat laboratorijske analize krvi je povišana 
koncentracija bilirubina in večja aktivnost jetrnih encimov (AST in ALT). Inkubacijska 
doba traja povprečno 40 dni. Največkrat gre za samoomejujočo okužbo, simptomi bolezni 
pa izzvenijo v šestih tednih po njenem pojavu (7). Okužba z G1 in G2 praviloma ne 
postane kronična, lahko pa vodi v akutno odpoved jetrne funkcije, predvsem med 
nosečnostjo (7, 15). S trajanjem nosečnosti narašča tudi verjetnost fulminantnega poteka 
okužbe s HEV, ki je neposredno povezana z visoko perinatalno smrtnostjo in v 20% 
povzroči smrt matere in/ali ploda (7).  
Akutni hepatitis E, ki ga povzročita G3 in G4 HEV pri imunsko kompetentnih obolelih 
mine v 95% asimptomatsko, zato večina sporadičnih primerov tovrstne okužbe ostane 
neprepoznanih (1, 7, 15). Le redko se pojavijo zlatenica in povišane vrednosti jetrnih 
encimov v serumu. Virus se v teh primerih spontano odstrani iz telesa, pri čemer ne 
zagotovi doživljenjske imunosti. Zato so so možne ponovne okužbe, čeprav je verjetnost za 
pojav simptomatskega hepatitisa pri prebolelih manjša, v primerjavi z neimunimi 
posamezniki (2, 15). Akutni hepatitis, povzročen z G3 in G4 HEV, prizadene starejše 
moške (20). Ena od možnih razlag za to je, da se bolezen pogosteje razvije pri 
posameznikih s subklinično jetrno steatozo ali fibrozo (2). V angleški raziskavi je bilo 
namreč več bolnikov s hepatitisom E prekomernih uživalcev alkohola, več je bilo tudi 
diabetikov, obe stanji pa sta dejavnika tveganja za jetrno steatozo in fibrozo (20). 
Definicija kronične okužbe s HEV je vsaj šestmesečna prisotnost virusne RNA v serumu 
obolelega, s sočasno povišanimi vrednostmi serumskih jetrnih aminotransferaz (2, 7, 15). 
Kronični hepatitis E se razvije predvsem v populaciji imunsko oslabljenih oseb (npr. 
bolniki po presaditvi organov, hematološki bolniki, osebe okužene s HIV, bolniki z 
avtoimunskimi boleznimi, ki se zdravijo z imunosupresivi), med katerimi je pojav kronične 
okužbe s HEV prisoten v več kot 60 % (7, 15). Kronična okužba G3 HEV pri 
transplantirancih lahko v enem do dveh letih privede do jetrne ciroze, odpovedi jeter in 
smrti (15, 21). Pri transplantiranih bolnikih bolezen pogosto poteka brez prisotnosti 
specifičnih protiteles razredov IgM in IgG anti-HEV, zato lahko pri njih okužbo zaznamo 
samo s testiranjem prisotnosti virusne RNA (7). Opisane so tudi izven jetrne, predvsem 
nevrološke in nefrološke manifestacije okužbe s HEV. Hepatitis E največkrat prizadene 
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ledvice, in sicer v obliki glomerulonefritisa s krioglobulinemijo (2, 7). Prisotnost RNA 
HEV so dokazali v cerebrospinalni tekočini obolelih z nevrološkimi manifestacijami, kot 
so: nevralgična amiotrofija, encefalitis, mielitis in sindrom Guillain-Barré. Poleg naštetih 
obolenj povezujejo okužbo z G3 HEV tudi s pankreatitisom in hematološkimi 
abnormalnostmi (7, 15). Velja pa poudariti, da nevrološke manifestacije niso povezane 
samo z G3, ampak tudi z G1 HEV (7). 
Splošne značilnosti okužbe s HEV, povzročene z različnimi virusnimi genotipi, so 
prikazane v Preglednici I.  
Preglednica I: Značilnosti okužbe z virusom hepatitisa E glede na virusni genotip; prirejeno po (7). 
 Genotipa 1 in 2 Genotipa 3 in 4 
Vrstna specifičnost Človek Zoonoza  
Geografska porazdelitev Države v razvoju Države v razvoju in industrializirane 
države 
Pojavnost Endemska Sporadična 
Način prenosa Fekalno-oralno Okužena hrana, transfuzija krvi, 
transplantacija organov 
Starostna porazdelitev Pogosteje med mladimi odraslimi Pogosteje med odraslo populacijo 
Porazdelitev po spolu Moški in ženske Pogosteje moški 
Kronična oblika okužbe Ni znana Med imunsko oslabelimi 
Terapija / Ribavirin  
Smrtnost  Visoka med nosečnicami Višja med starejšimi odraslimi 
 
1.1.6  Diagnoza 
Klinično se hepatitis, ki ga povzroči okužba s HEV ne razlikuje od drugih virusnih 
hepatitisov, zato jih brez laboratorijskih testov ne moremo ločiti med seboj (7). Indikacije 
za testiranje na okužbo s HEV so danes zaradi večje ozaveščenosti razmeroma široke 
(Preglednica II), saj so v preteklosti večino tovrstnih avtohtonih okužb spregledali, ker so 
epidemiološko redke in večinoma potekajo brez specifičnih znakov (15).  
Preglednica II: Indikacije za testiranje na okužbo z virusom hepatitisa E: povzeto po (15). 
Normalen ali oslabljen imunski odziv Laboratorijski izvidi, ki kažejo na hepatitis 
Sum na okvaro jeter zaradi zdravil 
Dekompenzirana kronična jetrna bolezen 
Diagnoza sindroma Guillain-Barré, encefalitisa, nevralgične amiotrofije 
Nejasni nefrološki simptomi s povišanimi serumskimi vrednostmi ALT 
Oslabljen imunski odziv Nepojasnjeno povišanje serumske koncentrcije ALT 
 
Diagnozo hepatitisa E postavijo posredno, z dokazom prisotnosti protiteles anti-HEV v 
krvi ali neposredno, z dokazom prisotnosti RNA HEV v krvi oz. blatu (7, 15). Protitelesa 
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razreda IgM anti-HEV se v krvi pojavijo nekaj dni pred nastopom simptomov, najvišje titre 
dosežejo v štirih tednih po pojavu hepatitisa, nato pa njihova koncentracija v 4 do 6 
mesecih pade pod mejo zaznavnosti (4, 7). Kmalu po pojavu protiteles IgM anti-HEV, se v 
krvi pojavijo tudi protitelesa razreda IgG anti-HEV, ki ostajajo prisotna več let po okužbi, 
porast koncentracije specifičnih protiteles anti-HEV pa običajno sovpada s povišano 
aktivnostjo jetrnih encimov v krvi (Slika 4) (15). 
 
Slika 4: Grafični prikaz pojavov označevalcev okužbe s HEV na časovni skali; prirejeno po (22). ALT: alanin 
aminotranferaza. 
  
RNA HEV lahko dokažemo v plazmi, serumu, blatu in žolču (4). V krvi in blatu virusno 
RNA zaznamo po dveh do treh tednih, viremija pa traja do sedem tednov (4, 15).  
V primeru kroničnega hepatitisa E, ki se razvije predvsem pri imunsko oslabelih osebah s 
slabšim ali celo odsotnim specifičnim protitelesnim odzivom, je za potrditev oz. izključitev 
diagnoze nujna uporaba metod za določanje prisotnosti virusnih nukleinskih kislin v krvi in 
blatu (2, 7, 15). V primerih kroničnega hepatitisa E, si z določanjem virusnega bremena 
pomagamo pri oceni odziva na spremembo imunosupresivne terapije in uspešnosti 
zdravljenja ali pa ponovne okužbe s HEV (2, 15). 
1.1.7  Zdravljenje in preprečevanje okužbe  
Praviloma akutnega hepatitisa E ne zdravimo, saj večinoma spontano izzveni (2). Prav tako 
je izjemno redko, da bi bila zaradi okužbe s HEV in posledične akutne jetrne odpovedi 
potrebna presaditev jeter (7, 15). Če obstaja nevarnost odpovedi jeter po okužbi s HEV, je 
možna uporaba ribavirina, široko spektralnega nukleozidnega analoga, ali pa pegiliranega 
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interferona α (18). Oba namreč dokazano inhibirata replikacijo HEV, čeprav je slednji 
kontraiindiciran po transplantaciji ledvice zaradi povečane možnosti zavrnitve presadka 
(2). Ribavirin je torej zdravilo izbora za zdravljenje akutne (in kronične) okužbe s HEV, 
saj normalizira aktivnost ALT in zavira virusno replikacijo, s čimer zniža virusno breme 
(2, 7). Čeprav se ribavirin najpogosteje uporablja za obvladovanje kronične okužbe s HEV, 
pa velja poudariti, da njegova aplikacija v ta namen pravzaprav ni podprta z 
randomiziranim kontroliranim poskusom (2). V primeru kroničnega hepatitisa E pri 
transplantiranih bolnikih je znižanje odmerka imunosupresivnih zdravil prvi korak 
(uspešen v 30% primerov) do aviremije (2, 7). Če nižanje odmerka imunosupresivov ni 
uspešno, sledi trimesečna terapija z ribavirinom, v kolikor je to potrebno pa še dodatni 
šestmesečni cikel. Če ne opazijo odziva na ribavirin, lahko pri bolnikih s presajenimi jetri 
uporabijo pegilirani interferon α, za osebe, ki so jim bili presajeni drugi organi pa 
alternativna terapija še ni na voljo (2). 
Okužba s HEV postaja globalni javnozdravstveni problem. Za preprečevanje okužbe se 
poudarja predvsem vzdrževanje higiene, kar pa v času endemičnih izbruhov ni zadosten 
ukrep. Izkazalo se je namreč, da kloriranje vode ni popolnoma učinkovito, zato je za njeno 
razkuževanje nujno potrebno prekuhavanje (1). Cepivo proti HEV bi bilo zaželeno 
predvsem v endemičnih področjih. Njegov razvoj pa se je žal izkazal za problematičnega, 
saj HEV težko gojimo v kulturah, zato izdelava živega ali inaktiviranega cepiva ni lahko 
izvedljiva. Trenutno je na voljo le rekombinantno cepivo proti G1 HEV, a je za uporabo 
registrirano le na Kitajskem (15, 23). Preprečevanje okužbe z G3 in G4 HEV temelji na 
zadostni toplotni obdelavi potencialno okužene hrane (7, 15). Virus inaktivira izpostavitev 
temperaturi, ki je višja od 70 °C, in sicer za vsaj dve minuti (15). Glede na izsledke 
Barnauda in sod. je treba svinjske mesne izdelke segrevati 20 minut na 71 °C, da v njih 
popolnoma inaktiviramo HEV (24). Ugotovili so, da ostane HEV pri temperaturi 56 °C 
obstojen tudi do pol ure (1). Osebam s slabšim imunskim odzivom zato odsvetujejo 
uživanje surovih, tudi prekajenih svinjskih in divjačinskih jedi (2, 15), Evropsko združenje 
za raziskave jeter (EASL; ang. European Association for the Study of the Liver) je 
priporočilo glede ustrezne termične obdelave hrane razširilo tudi na posameznike, ki imajo 
kronične jetrne bolezni (2).  
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1.2  Varnost krvi in krvnih komponent 
Varnost in kakovost krvi in krvnih komponent v Republiki Sloveniji predpisuje Zakon o 
preskrbi s krvjo (ZPKrv – 1) in nanj vezani pravilniki.  
Darovanje krvi je v Republiki Sloveniji prostovoljno, brezplačno in anonimno, krvodajalci 
pa so izbrana skupina zdravih oseb (25). Zbiranje opravlja javni zavod (transfuzijski center 
ali transfuzijski zavod), ki izvaja vse dejavnosti od izbire krvodajalcev, zbiranja, testiranja, 
predelave, shranjevanja in razdeljevanja krvi, njeno klinično rabo in hemovigilanco. V želji 
po zadostni količini krvi transfuzijske ustanove skupaj z Rdečim križem Slovenije in 
pristojnim ministrstvom organizirajo krvodajalske akcije (26). Krvodajalci se pred 
odvzemom poučijo o vseh vidikih darovanja krvi ter izpolnijo vprašalnik, s pomočjo 
katerega se pridobijo podatke o njihovem zdravstvenem stanju , o morebitnih tveganjih za 
okužbe z virusi, ki se prenašajo s krvjo, o tveganjih za okužbe zaradi potovanj in o 
okužbah, ki jih pripisujemo tveganemu načinu življenja. Na osnovi podanih odgovorov v 
anketi, lahko krvodajalce začasno oz. trajno odklonijo. Sledi pregled krvodajalca z 
enostavnimi laboratorijskimi preiskavami in fizikalnim pregledom, pri čemer se upoštevajo 
stroga merila, zahtevana za darovanje krvi, da zaščitimo zdravje krvodajalca, predvsem pa 
zdravje (potencialnega) prejemnika (27). Transfuzija krvi je lahko vir prenosa različnih 
povzročiteljev bolezni, ki pri prejemnikih povzročijo doživljenjske okužbe, pri 
občutljivejših bolnikih pa celo smrt, zato Pravilnik o obveznem testiranju krvi in 
komponent krvi predpisuje testiranje vseh enot krvi in njenih komponent na prisotnost 
označevalcev okužb. V Sloveniji vse enote darovane krvi presejalno testiramo na 
morebitno prisotnost označevalcev okužb z virusom hepatitisa B (HBV), hepatitisa C 
(HCV), virusa pridobljene imunske pomanjkljivosti (HIV) in na prekuženost s 
povzročiteljico sifilisa, bakterijo Treponemo pallidum (26). Od septembra 2018 je obvezno 
tudi sezonsko presejalno testiranje krvi na virus Zahodnega Nila (WNV; ang. West Nile 
virus). Testiranje na WNV se izvaja od maja do novembra, ko je vektor, komar, aktiven, in 
se začne s prvim prijavljenim primerom okužbe pri ljudeh, prvo potrjeno okužbo živali ali 
z dokazom kroženja virusa pri komarjih (26, 28). Na osnovi izsledkov presejalnega 
testiranja iz uporabe izločimo vse enote krvi, ki so okužene, s čimer zagotovimo varnost 
krvi. V primeru, da potrdimo prisotnost označevalca katerekoli okužbe, krvodajalca o tem 
obvestimo in ga z izvidom napotimo na ustrezno zdravstveno obdelavo (29). 
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Preglednica III: Obvezna serološka testiranja in testiranja NAT vseh enot krvi, darovanih v Republiki Sloveniji; povzeto po 
(30, 31). 
Povzročitelj okužbe Posredni označevalec okužbe Neposredni označevalec okužbe 
Virus hepatitisa B Površinski antigen hepatitisa B (HBsAg) HBV DNK  
Virus hepatitisa C Protitelesa proti virusu hepatitisa C (Anti-
HCV) 
HCV RNA  
Virus pridobljene imunske 
pomanjkljivosti (HIV) 
Protitelesa proti virusu HIV (Anti-HIV-1/2/0) 
in protitelesa proti HIV virusni beljakovini 
(Anti-p24) 
HIV-1RNA, HIV-2RNA  
Virus Zahodnega Nila * / WNV RNA  
Treponema pallidum (sifilis) Protitelesa anti-Treponema Pallidum / 
*WNV sezonsko 
Odvzete komponente krvi, ki pripadajo okuženemu krvodajalcu, uničijo, krvodajalca pa 
odklonijo. Trajno odklonijo vse tiste, ki so okuženi z virusom HIV, HBV ali HCV. 
Začasno odklonijo krvodajalce s sifilisom, in sicer za dodatno leto po potrjeni ozdravitvi. 
Krvodajalce, ki so bili v območju, kjer obstaja možnost okužbe z WNV, odklonijo za prvih 
28 dni po odhodu iz spornega območja (27).  
1.2.1  Presejalno testiranje krvi in krvnih pripravkov z NAT metodami 
Serološko testiranje krvi v Republiki Sloveniji se izvaja z encimsko-imunsko (EIA) in 
kemiluminiscentno-imunsko (CLIA) metodo, za neposredno določanje prisotnosti virusov 
pa uporabljajo tehnike pomnoževanja nukleinskih kislin (NAT; ang. nucleic acid 
amplification technology). Z NAT dokazujejo prisotnost povzročitelja okužbe v 
seronegativnem oz. diagnostičnem oknu, tj. čas od okužbe do njene zaznave z 
laboratorijskimi diagnostični metodami. Dolžina diagnostičnega okna je odvisna od 
povzročitelja bolezni, gostitelja, označevalca okužbe in metode njegovega določanja. Na 
Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (ZTM) v Ljubljani, natančneje v 
Laboratoriju za presejalno testiranje NAT testirajo darovane enote krvi iz cele Slovenije 
(30). Od njegove uvedbe v letu 2000, so do leta 2007 na ta način določali le prisotnost 
RNA virusa hepatitisa C, za kar so uporabljali verižno reakcijo s polimerazo (PCR; ang. 
polymerase chain reaction,). Po uvedbi obveznega presajanja tudi na morebitno prisotnost 
DNA HBV in RNA HIV, pa uporabljajo metodo pomnoževanja posredovanega s 
prepisovanjem RNA (TMA; ang. transcription mediated amplification). Od leta 2007 tako 
poteka sočasno določanje nukleinskih kislin (NK) vseh treh omenjenih virusov v vsakem 
posameznem vzorcu odvzete enote krvi slovenskih krvodajalcev. Z uporabo tehnike TMA 
so diagnostično okno zaznave okužbe s HBV zožili s 36 dni na 15 dni, s HCV s 60 na 5 dni 
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in s HIV z 2 tednov na pet dni, v primerjavi s posrednim določanjem označevalcev okužb s 
serološkimi testi, kar je izrazito izboljšalo varnost krvi v Republiki Sloveniji (25, 30).  
Metode NAT so zasnovane na pomnoževanju specifičnih odsekov virusnih RNA ali DNA 
in zanesljivi detekciji nastalih kopij (32). Metode NAT so visoko občutljive, zato lahko z 
njimi zaznamo okužbe še pred serokonverzijo oz. v diagnostičnem oknu, torej že v času 
nizkega virusnega bremena, ko se okužba šele razvija. Prav tako so tudi visoko specifične, 
saj lažno pozitivnih rezultatov skoraj ni, razen v primerih kontaminacije vzorcev (30).  
Ob uvedbi metod NAT v presejalnem testiranu krvodajalcev, so teste izvajali v zlivkih 
plazme več krvodajalcev (30, 33). Z razvojem tehnologije se je cena tovrstnih analiz nižala 
tako, da so z MP-NAT (ang. minipool NAT) najprej prešli na zlivke manjšega števila 
vzorcev, vse do možnosti testiranja v vzorcih posameznih krvodajalcev t.i. ID-NAT (ang. 
individual donations NAT). Ob tem so se popolnoma avtomatizirali tudi analizni sistemi, 
tako, da danes lahko izvajajo sočasno zaznavanje NK več virusov v vsakem posameznem 
vzorcu darovane krvi (30, 32).  
1.2.2  Varnost krvi in krvnih komponent ter hepatitis E 
Večja ozaveščenost o pojavnosti okužb s HEV v splošni in krvodajalski populaciji, skupaj 
z naraščajočim številom poročanj o po-transfuzijskih okužbah s HEV ter sama nevarnost te 
okužbe za nekatere posameznike so pripomogle k temu, da se je že več transfuzijskih 
ustanov po Evropi odločilo za presejanje na okužbo s HEV (34). Glavni vir okužbe s HEV 
je še vedno prehrana, zato Evropsko krvno združenje EBA (ang. European Blood Alliance) 
meni, da ima presejalno testiranje enot krvi za bolnike, ki jo prejmejo, omejeno vrednost 
(35).  
Evropski center za preprečevanje in obvladvanje bolezni ECDC (ang. European Centre for 
Disease Prevention and Control) priznava, da so imunsko kompromitirani bolniki in 
transplantirane oseb najbolj ogroženi za pridobitev transfuzijske okužbe s HEV. Populacija 
teh bolnikov je sicer številčno majhna, vendar zaradi prejemanja več transfuzij najbolj 
ogrožena. Zato, skupaj z EASL, predlagata testiranje krvi in krvnih pripravkov na 
prisotnost HEV vsaj za kritične bolnike (2, 34). Podobno tudi Britanska skupina za varnost 
krvi, tkiv in organov SaBTO (ang. The Advisory Commitee on the Safety of Blood, 
Tissues and Organs) priporoča uporabo dokazano HEV negativne krvi in krvnih 
komponent za bolnike pred in po presditvi alogenskih organov in matičnih celic (36). 
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Nekatere evropske države so, glede na lokalno oceno tveganja ter finančno upravičenost in 
zmožnost, (že) uvedle univerzalno rutinsko testiranje NAT vseh krvodajalcev na morebitno 
prisotnost HEV (Irska in Velika Britanija univerzalno ID testiranje, Nizozemska 
univerzalno testiranje zlivkov 24-ih plazemskih vzorcev) (35, 37). V Nemčiji in Španiji 
izvajajo univerzalno testiranje enot krvi na prisotnost HEV samo v nekaterih regijah oz. 
ustanovah, pri čemer vzorce plazme presejalno testirajo bodisi posamezno ali pa v zlivkih 
(37). V Avstriji, Franciji in Luksemburgu na prisotnost HEV selektivno testirajo samo 
krvne pripravke za bolnike z visokim tveganjem, torej tiste z največjim tveganjem za 
razvoj zapletenega po-transfuzijskega hepatitisa E (35, 37). Na Malti naj bi univerzalno 
presejanje ID-NAT uvedli leta 2019, medtem ko sta se Danska in Švedska odločili, da 
glede na pojavnost HEV med njihovimi krvodajalci, presejanje na prisotnost okužbe ni 
potrebno (38, 39). 
Dreier je s sodelavci raziskoval infektivnost HEV-pozitivnih krvnih pripravkov in 
zaključil, da je prenos okužbe s krvnimi pripravki, ki vsebujejo manjše volumne plazme 
(koncentrirani eritrociti) manj verjeten kot s tistimi, kjer je plazma glavna sestavina (sveže 
zamrznjena plazma) (40). V Evropski agenciji za zdravila EMA (ang. European Medicines 
Agency) priznavajo, da je znanih več primerov prenosa HEV z različnimi krvnimi 
pripravki, vendar pa bodo oceno tveganja izdali šele, ko bo na voljo dovolj 
podatkov/primerov za vsak posamezen krvni pripravek. Sklicujejo se na to, da so zlivki 
plazme za predelavo mešanice od 1000 do 10000 individualnih enot plazme, kar sicer 
poveča možnost prisotnosti RNA HEV v posameznem zlivku, predvsem ker ni uvedenega 
univerzalnega testiranja darovalcev plazme na okužbo s HEV, vendar pa se zanašajo na to, 
da se morebitno prisotna RNA HEV zaradi velikega volumna plazme razredči na zelo 
nizko koncentracijo (41). Podobno stališče je zavzelo tudi Mednarodno združenje za 
frakcionažo plazme IPFA (ang. Internation Plasma Fractionation Association), ki meni, da 
je virusno breme HEV običajno nizko do zmerno, zato bi imela uvedba NAT testiranja 
plazme za predelavo omejeno vrednost v primerjavi s procesi odstranjevanja virusnih 
delcev, ki ga obvezno izvajajo med samim procesom frakcioniranja. Ker je virusu HEV 
izpostavljen velik delež populacije krvodajalcev, so posledično v zlivkih plazme prisotna 
tudi nevtralizirajoča protitelesa, zato IPFA ne izključuje možnosti, da bi ta lahko 
pripomogla k varnosti zdravil iz plazme (42). 
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 V Republiki Sloveniji testiranja darovanih enot krvi in krvnih pripravkov na prisotnost 
označevalcev okužbe z HEV zaenkrat ne izvajamo niti rutinsko niti za občutljivejše oz. v 
tem pogledu kritične bolnike.   
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2  NAMEN IN POTEK DELA 
Namen magistrske naloge je testirati vzorce krvi slovenskih krvodajalcev, ki so darovali 
kri v obdobju med januarjem in junijem 2019 in so privolili v sodelovanje v študiji, na 
prisotnost aktivne okužbe z virusom hepatitisa E (HEV) in določanje seroloških 
označevalcev preteklih okužb s HEV. Z izsledki raziskave bomo pridobili podatek za 
oceno pojavnosti in razširjenosti okužbe s HEV med slovenskimi krvodajalci. Na osnovi 
pojavnosti okužbe med asimptomatskimi krvodajalci bomo nato ocenili tveganje za prenos 
HEV s transfuzijo okužene krvi in krvnih pripravkov na prejemnike ter vpliv morebitne 
uvedbe presejalnega testiranja na RNA HEV na večjo varnost preskrbe s krvjo in s tem 
povezanim povečanjem stroškov. V okviru magistrske naloge bomo s presejalnim 
testiranjem NAT ugotavljali in vrednotili epidemiološke podatke o populaciji krvodajalcev 
v Sloveniji.  
Cilji naše raziskave bodo: 
- zbrati zadostno število vzorcev krvi krvodajalcev za ugotavljanje pojavnosti okužbe s 
HEV, ki bo reprezentativna za celotno populacijo slovenskih krvodajalcev; 
- zbrane vzorce testirati z metodo NAT na prisotnost RNA HEV; 
- določiti razširjenost okužbe s HEVmed rednimi slovenskimi krvodajalci, z uporabo 
serološkega testa za ugotavljanje prisotnosti protiteles IgG anti-HEV; 
- med rednimi krvodajalci zbrati zadostno število vzorcev tako, da bodo glede na poštne 
številke njihovih stalnih prebivališč po statističnih regijah zastopani v skladu s tovrstno 
porazdelitvijo znotraj splošne slovenske populacije, s čimer bomo zagotovili, da bodo 
rezultati seroprevlence reprezentativni za celo Slovenijo; 
- v vzorcih krvodajalcev s prisotnimi protitelesi razreda IgG anti-HEV, preveriti tudi 
sočasno prisotnost protiteles razreda IgM anti-HEV;  
- na osnovi izsledkov omenjenih testiranj oceniti tveganje za prenos HEV s transfuzijo 
krvi v Sloveniji; 
- oceniti vpliva morebitne uvedbe presejalnega testiranja slovenskih krvodajalcev na 
RNA HEV na varnost preskrbe s krvjo in povečanje stroškov; 
- pripraviti izhodišča za nadaljnje ukrepanje v smislu stalnega zagotavljanja varnosti in 
kakovosti krvi in krvnih pripravkov v Sloveniji.  
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3  MATERIALI IN METODE 
Za izvedbo študije smo pridobili soglasje Komisije Republike Slovenije za medicinsko 
etiko, štev. 0120-336/2017/9.  
3.1  Vzorci krvi krvodajalcev  
Uporabili smo vzorce sprotnih, rednih krvodajalcev, ki so kri darovali v obdobju od konca 
januarja do začetka junija 2019, in sicer na Zavodu RS za transfuzijsko medicino v 
Ljubljani in pripadajočih Centrih za transfuzijsko dejavnost v Novem mestu, Trbovljah, 
Slovenj Gradcu, Izoli, na Jesenicah in v Novi Gorici, v Centru za transfuzijsko medicino 
UKC Maribor in njegovih Enotah za transfuzijsko dejavnost na Ptuju in v Murski Soboti, 
ter v Transfuzijskem centru Celje. Vsi krvodajalci, ki so podpisali privolitev po pojasnilu 
(Priloga 1), so prostovoljno pristopili k naši raziskavi. V študijo smo zajeli 9284 vzorcev 
darovane krvi, ki smo jih testirali na prisotnost RNA HEV. Vzorce za določanje 
razširjenosti okužbe (cilj je bil zbrati 1500 vzorcev, za kolikor smo imeli na voljo 
reagentov) smo izbrali strateško glede na lokacije terenskih odvzemov krvi, ki jih je 
organiziral ZTM. Pri izboru smo uporabili tudi podatek o porazdelitvi slovenskega 
prebivalstva po statističnih regijah, določenih s strani Statističnega urada Republike 
Slovenije (SURS), in ciljno število testiranih vzorcev glede na posamezno regijo, 
izračunanih z upoštevanjem želenega števila skupno testiranih 1500 vzorcev. Glede na 
omenjene kriterije nam je uspelo zbrati 1263 vzorcev, ki smo jih testirali na prisotnost 
protiteles IgG anti-HEV, v 105 izmed njih pa smo določali tudi sočasno prisotnost 
protiteles IgM anti-HEV.  
Uporabili smo sveže odvzete vzorce polne krvi, ki smo jih pred testiranjem NAT 
centrifugirali. Zbrane plazemske vzorce za določanje protiteles anti-HEV smo do analize 
hranili v hladilniku pri 2-8 °C v obliki ustrezno označenih alikvotov. V plazemskih 
vzorcih, ki so bili pozitivni na prisotnost RNA HEV, smo določili tudi aktivnosti jetrnih 
encimov AST in ALT. Tiste krvodajalce, ki so bili potrjeno reaktivni pri določanju RNA 
HEV, smo kot krvodajalce odklonili za obdobje šestih mesecev, jih vabili na kontrolne 
odvzeme vse do dosega aviremije, in jih vsakič testirali na prisotnost virusne RNA ter 
protiteles IgG in IgM anti-HEV.  
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3.2  Kontrolni plazemski vzorec 
Za pozitivno kontrolo pri določanju RNA HEV z metodo NAT v vzorcih krvodajalcev smo 
uporabili kontrolo P0264 ViraQ HEV Check 125, proizvajalca BioQControl, Nizozemska. 
Matriks kontrolnega vzorca je pripravljen iz zlivkov človeške plazme, negativnih na 
označevalce s krvjo prenosljivih virusnih okužb, DNA HBV, RNA HCV, RNA HIV, 
antigena HBs (HBsAg) ter protiteles anti-HBc, anti-HCV, anti-HIV in anti-Treponema 
pallidum. Vsebuje pa RNA HEV, in sicer v koncentraciji100 IU/mL, kar je približno 125 
kopij/mL (43). Kontrolni vzorec je kalibriran napram mednarodnemu standardu WHO 
6329/10, ki so ga določili za standard po izvedeni študiji za harmonizacijo detekcije RNA 
HEV, ko so definirali tudi, da predstavlja 1 IU/mL 1,25 kopij/mL RNA HEV (44). 
3.3  Priprava plazemskih vzorcev krvodajalcev 
3.3.1  Priprava vzorcev na testiranje NAT 
Vzorce polne krvi z antikoagulatom EDTA smo z lokacij izven ZTM, skladno s predpisi, 
transportirali v laboratorij NAT na ZTM, kjer smo jih pri sobni temperaturi centrifugirali 
10 minut pri 3000 x g. Vzorci so že bili označeni s črtno kodo in zeleno nalepko, ki je 
označevala, da je krvodajalec podpisal privolitev po pojasnilu za sodelovanje v raziskavi. 
Skladnost podpisanih soglasij, številko vzorca krvi in ostalih oznak smo pred analizo 
obvezno ponovno preverili. Centrifugirane vzorce smo do analize hranili na sobni 
temperaturi, po njej pa v hladilniku na 4°C, kjer so čakali na morebitno ponovitev analiz 
oz. na arhiviranje.  
3.3.2  Priprava vzorcev na serološko testiranje prisotnosti anti-HEV protiteles 
Vzorce plazme, v katerih smo jim poleg določanja prisotnosti RNA HEV testirali tudi 
prisotnost protiteles anti-HEV, smo po odpipetiranju alikvota za testiranje NAT prenesli v 
novo epruveto, jo pokrili s parafilmom in ročno označili s prepisano identifikacijsko 
številko s primarnega vsebnika izhodiščnega vzorca polne krvi. Vzorce smo nato do 
analize hranili v hladilniku (4 °C, največ 5 dni) oziroma jih zamrznili (-20 °C), če smo 
analizo izvedli šele po več kot petih dneh. 
3.3.3  Laboratorijski material in oprema, uporabljena za pripravo vzorcev  
Za pripravo vzorcev za analizo NAT smo uporabili naslednjo laboratorijsko opremo: 
- centrifugo Eppendorf 5810 (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), 
- hladilnik Liebherr Medline (Liebherr, Avstrija), 
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- odvzemne epruvete Monovette, 7.5 mL, K2EDTA (01.1605.001, Sarstedt, 
Nümbrecht, Nemčija), 
- odvzemne epruvete BD Vacutainer, 6 mL, K2EDTA (367899, Becton Dickinson, 
New Yersey, ZDA), 
- odvzemne epruvete Vacutube, 6 mL, K2EDTA (4.35.1.3, Laboratorijska tehnika 
Burnik, Vodice, Slovenija). 
Za pripravo vzorcev za določanje prisotnosti protiteles anti-HEV pa smo uporabili: 
- plastične epruvete, 5 mL (Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija), 
- pipete Biohit 100 – 1000 µL (Biohit, Helsinki, Finska), 
- nastavke za pipete s filtrom Biohit SafetySpace Filter Tip (Biohit, Helsinki, 
Finska), 
- parafilm (Bemis, Oshkosk, ZDA), 
- hladilnik Liebherr Medline (Liebherr, Avstrija). 
3.4  Testiranje vzorcev z avtomatiziranim analizatorjem Procleix 
Panther System 
Plazemske vzorce smo testirali na popolnoma avtomatiziranem analizatorju Procleix 
Panther System proizvajalca Grifols, z uporabo kompleta reagentov Procleix HEV Assay. 
Analizator Procleix Panther System se uporablja za izvajanje kvalitativnega presejalnega 
testa in vitro, ki temelji na principu pomnoževanja in dokazovanja virusnih nukleinskih 
kislin (NAT). Analizator izvaja zaznavanje virusne RNA z metodo TMA (ang. 
transcription mediated amplification). 
3.4.1  Princip testa TMA 
Test Procleix HEV Assay je sestavljen iz treh korakov: (1) priprave vzorca in zajema tarče, 
(2) tarčnega pomnoževanja dela genoma HEV z metodo TMA in (3) detekcije pomnoženih 
produktov z merjenjem kemiluminiscence (45). TMA oz. pomnoževanje NK, posredovano 
z njihovim prepisovanjem in vitro, je ena od izotermnih metod (brez temperaturnih ciklov). 
Je avtokatalitična in z njo lahko v razmeroma kratkem času pomnožimo majhne količine 
izhodiščnega tarčnega materiala (46).  
V prvem koraku z dodatkom detergenta denaturiramo proteine tako, da se virusna RNA 
sprosti v raztopino. Na magnetnih kroglicah, ki jih dodamo vzorcu, so pripeti 
oligonukleotidi, ki so homologni tarčnemu zaporedju v genomu HEV in se hibridizirajo z 
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virusno RNA, če je ta v vzorcu prisotna. Nato v magnetnem polju zajamemo tarčno RNA, 
vezano na magnetne kroglice in jo tako ločimo od ostalih komponent v vzorcu, ter 
mikrokroglice spiramo, da odstranimo morebitne nečistote (45). 
V naslednjem koraku virusne RNA pomnožimo z metodo TMA (Slika 5). Za njeno 
izvedbo potrebujemo dva encima, in sicer reverzno transkriptazo in polimerazo RNA T7. 
Reverzna transkriptaza prepiše virusni genom v komplementarno verigo DNA (cDNA), ki 
zaradi oligonukleotidnega začetnika vsebuje tudi promotorsko zaporedje za polimerazo 
RNA T7. Slednja nato sintetizira tarčne kopije verige RNA glede na matrično cDNA. 
Novo nastali amplikoni  lahko v nadaljevanju reakcije služijo kot matrice v novih 
pomnoževalnih ciklih (46). 
 
Slika 5: Pomnoževanje, posredovano s prepisovanjem RNA – tehnologija TMA; prirejeno po (47). 
 
V tretjem koraku sledi detekcija nastalih amplikonov. V ta namen reakcijsko mešanico 
dodamo enoverižne nukleotidne sonde, ki so popolnoma komplementarne pomnoženim 
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RNA verigam in označene z akridinijevim estrom (kemiluminiscenčna oznaka). Te se 
hibridizirajo z amplikoni, pred detekcijo pa signal ozadja zmanjšamo z dodatkom 
posebnega reagenta, ki selektivno cepi kemiluminiscenčne oznake na nehibridiziranih 
sondah, tako da med detekcijo zaznamo le signale hibridiziranih sond (Slika 6) (48). 
Luminometer rezultat poda v obliki enot relativnih svetlobnih enot RLU (ang. relative light 
units) (45). 
 
Slika 6: Kemijska osnova metode za detekcijo specifičnih pomnoženih produktov RNA z uporabo diferencialne hidrolize 
nehibridiziranih akridinjevih estrov; prirejeno po (48). 
 
V vsako posamezno reakcijo dodamo tudi notranjo kontrolo, da potrdimo uspešen potek 
slehernega testa v vseh treh korakih (45). Signal interne kontrole ločimo od testnega za 
prisotnost/odsotnost RNA HEV s pomočjo različno označenih sond, ki se hibridizirata s 
kontrolnim oz. testnim zaporedjem. Kontrolni amplikon zaznamo s sondo, ki hitro emitira 
svetlobo, specifične HEV amplikone pa označimo s sondami s počasnejšo kinetiko emisije 
svetlobe (49).  
3.4.2  Reagenti 
Za izvedbo testiranja prisotnosti RNA HEV v plazemskih vzorcih slovenskih krvodajlcev z 
analizatorjem Procleix Panther System smo uporabili testni komplet reagentov Procleix 
HEV Assay, ki omogoča testiranje 1000 vzorcev. Komplet vsebuje: 
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- reagent z notranjo kontrolo (Internal Control Reagent), ki vsebuje detergent in 
kopijo RNA v pufru HEPES (N-(2-hidroksietil) piperazin-N' -2-etansuflonska 
kislina); 
- reagent z magnetnimi kroglicami, na katere so pritrjeni specifični lovilni 
oligonukleotidi (Target Capture Reagent), v pufru HEPES; 
- reagent za pomnoževanje virusne RNA (Amplification Reagent) z 
oligonukleotidnimi začetniki, dNTP-ji, NTP-ji in kofaktorji, v pufru TRIS s 
konzervansom ProClin 300;  
- reagent z encimoma reverzna transkriptaza in polimeraza RNA T7 (Enzyme 
Reagent) v mešanici pufrov HEPES in TRIS z dodanim 0,05% natrijevim azidom; 
- reagent s kemiluminiscentno označenimi specifičnimi oligonukleotidnimi sondami 
(Probe Reagent) v sukcinatnem pufru z dodanim detergentom; 
- raztopino boratnega pufra s površinsko aktivno snovjo (Selection Reagent). 
Poleg naštetih, smo uporabili še naslednje sistemske reagente Procleix: 
- Auto Detect 1 - vodna raztopina vodikovega peroksida in dušikove kisline; 
- Auto Detect 2 - 1,6 N raztopina natrijevega hidroksida; 
- tekočino za spiranje (pufer HEPES), 
- silikonsko olje, in 
- pufer za deaktivacijo (pufrska raztopina natrijevega bikarbonata). 
3.4.3  Kalibratorji 
Sestavni del reagenčnega kompleta Procleix HEV so tudi naslednji kalibratorji: 
- Procleix HEV Assay Negative Calibrator – pufer HEPES z dodatkom detergenta, ki 
preprečuje nespecifične vezave, in 
- Procleix HEV Assay Positive Calibrator – pufer HEPES z dodatkom detergenta in 
kopijo RNA HEV. 
Po samodejni nastavitvi analizatorja smo oba kalibratorja vedno analizirali v trojnikih. Če 
sta bili vsaj dve od izvedenih treh meritev vsakega kalibratorja veljavni, je algoritem v 
programski opremi analizatorja avtomatsko potrdil serijo testiranih vzorcev kot veljavno.  
3.4.4  Laboratorijska oprema 
Za testiranje plazemskih vzorcev smo uporabili naslednjo laboratorijsko opremo in 
material: 
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- stresalnik POLYMAX 2040 (Heidolph, Nemčija), 
- inkubator Procleix Reagent Preparation Incubator 250 (RPI 250) za pripravo 
reagentov (Hologic, San Diego, ZDA), 
- nastavke za pipetiranje s filtom, LiHa Disposable tips 1000 µL (Tecan, Švica), 
- reakcijske vsebnike, Multi-Tube Unit (MTU) (Gen-Probe, San Diego, ZDA), 
- analizator Procleix Panther System (Grifols, Španija). 
3.4.5  Potek dela 
Reagente smo pred pripravo hranili na hladnem (2-8 °C), skladno z navodili proizvajalca in 
jih glede na potrebe pripravili sproti po priloženih navodilih. Za pripravo reagentov smo 
uporabili inkubator RPI 250, v katerem smo reagente med mešanjem ogreli na sobno 
temperaturo. Notranjo kontrolo smo raztopili ločeno na stresalniku, izven inkubatorja, tako 
kot to navaja proizvajalec. Priprava reagentov je strnjeno predstavljena v Preglednici IV. 
Preglednica IV: Priprava reagentov. 
Regent 
Shranjevanje neodprtega 
reagenta 
Uporaba inkubatorja za pripravo 
Temperatura 
uporabe 
Internal Control Reagent - 15°C do - 35°C NE 
Sobna 
temperatura 
Target Capture Reagent 2°C do 8°C DA 
Amplification Reagent - 15°C do - 35°C DA 
Enzyme Reagent - 15°C do - 355°C DA 
Probe Reagent - 15°C do - 35°C DA 
Selection Reagent Sobna T 
DA,  
če je reagent moten ali je pisoten precipitat 
Auto Detect 1 in 2 Sobna T NE 
Tekočina za spiranje Sobna T NE 
Silikonsko olje Sobna T NE 
Pufer za deaktivacijo Sobna T NE 
Kalibratorji - 15°C do - 35°C NE 
 
Notranjo kontrolo smo odtalili in dodali v reagent Target Capture (TCR) ter tako pripravili 
delovno reagenčno zmes. Notranja kontrola služi za spremljanje učinkovitosti poteka vsake 
posamezne analize vzorca. Kalibratorje smo, tako kot notranjo kontrolo, odtalili na sobni 
temperaturi in dobro premešali na stresalniku. Delovni reagent smo nato skupaj z ostalimi 
potrebnimi reagenti vstavili v analizator in najprej izvedli meritve kalibratorjev, po njihovi 
potrditvi pa so sledile analize plazemskih vzorcev krvodajalcev. En komplet reagentov 
Procleix HEV Assay je zadostoval za skupno 1000 meritev (kalibratorjev, kontrolnih 
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vzorcev in vzorcev krvodajalcev). Kalibracijo smo izvedli ob vsaki novi uporabi 
reagentov. Za analizo posameznega vzorca potrebujemo 500 µL plazme, ki jo analizator 
avtomatsko odpipetira iz vstavljenih odvzemnih epruvet v reakcijsko epruveto MTU (ang. 
multi-tube unit), v kateri.poteka celotna analiza vzorca.  
3.4.6  Interpretacija rezultatov 
Analizator Procleix Panther System s pomočjo vgrajenega računalniškega algoritma 
izračuna mejno vrednost signala analita (počasnejša kinetika emisije svetlobe) in mejno 
vrednost signala notranje kontrole (hitra kinetika emisije svetlobe), in sicer na osnovi 
izmerjenih vrednosti kalibratorjev. Oba signala (samega analita in notranje kontrole), 
izmeri v vsakem analiziranem vzorcu, ju primerja z izračunanimi mejami in meritve 
avtomatsko opredeli kot veljavne ali neveljavne ter kot reaktivne ali nereaktivne. Izračuna 
tudi razmerje med signalom in mejno vrednostjo analita (S/CO; ang. signal/cutoff ratio), ki 
ga poda v analiznem poročilu. 
Pri analizi negativnega kalibratorja analizator izmeri signal notranje kontrole in analita, v 
vzorcu pozitivnega kalibratorja pa le signal analita. Za vsako od teh meritev zabeleži po tri 
oz. vsaj dva veljavna rezultata ter izračuna njihove povprečne vrednosti. Rezultat emisije 
svetlobe izmeri v enotah RLU (ang. Relative Light Units) in na podlagi izmerjenih 
vrednosti izračuna mejni vrednosti z uporabo naslednjih enačb: 
Mejna vrednost notranje kontrole [RLU] = 0,5 x povprečna vrednost meritve notranje 
kontrole v negativnem kalibratorju [RLU] 
Mejna vrednost analita oz. RNA HEV [RLU] = povprečna vrednost meritve analita v 
negativnem kalibratorju [RLU] + (0.03 x povprečna vrednost meritve analita v pozitivnem 
kalibratorju [RLU]). 
Rezultat je nereaktiven, če je razmerje S/CO analita <1, signal notranje kontrole pa večji 
od mejne vrednosti notranje kontrole, a <750 000 RLU. 
Rezultat je reaktiven, če je razmerje S/CO analita ≥1, signal notranje kontrole pa ≤750 000 
RLU. 
Preglednica V predstavlja kriterije za različne interpretacije rezultatov.  
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Preglednica V: Interpretacija rezultatov, ki jih generira algoritem analizatorja Procleix Panther System. 
Interpretirani rezultat vzorca Kriterij 
Nereaktiven Razmerje analita S/CO <1,00 in  
IC ≥ mejna vrednost IC in  
IC ≤750 000 RLU 
Reaktiven Razmerje analita S/CO ≥1,00 in  
signal analita ≤5 100 000 RLU in  
IC ≤750 000 RLU 
Neveljaven rezultat IC ≥750 000 RLU ali 
Razmerje analita S/CO <1,00 in IC < mejna vrednost IC 
IC = izmerjena vrednost interne kontrole 
Pojavnost okužbe s HEV smo določili kot delež števila reaktivnih rezultatov, glede na 
število vseh testiranih vzorcev na prisotnost RNA HEV. 
3.5  Testiranje vzorcev na prisotnost protiteles IgG in IgM anti-HEV  
Testiranje plazemskih vzorcev na prisotnost specifičnih protivirusnih protiteles smo izvedli 
z reagenčnima kompletoma Wantai HEV-IgG ELISA in Wantai HEV-IgM ELISA. Vsak 
od teh dveh testov temelji na svoji različici enakega encimskoimunskega testa ELISA (ang. 
Enzyme-linked immunosorbent assay). Razlikujeta se v sestavi reagentov, detekciji 
imunskih kompleksov pa temeljita na enaki encimski reakciji.  
3.5.1  Princip testa Wantai HEV-IgG ELISA 
Test je zasnovan na posredni tehniki ELISA, izvedeni na trdni fazi. Na dnu vdolbinic 
mikrotitrske ploščice je vezan rekombinantni antigen HEV. Po dodatku vzorca plazme, se 
med prvo inkubacijo protitelesa IgG anti-HEV, če so prisotna, vežejo na omenjene 
antigene. Mikrotitrsko ploščico nato spremo, da odstranimo ostale nevezane serumske 
proteine, nato pa dodamo sekundarna detekcijska protitelesa IgG, ki prepoznavajo človeške 
molekule IgG in so konjugirana z encimom hrenova peroksidaza (HRP). Med drugo 
inkubacijo se detekcijska protitelesa vežejo na imunske komplekse (Ag HEV)/(protitelesa 
IgG anti-HEV), nevezana pa odstranimo s spriranjem. V vdolbinice mikrotitrske ploščice 
dodamo raztopino, ki vsebuje kromogeni substrat TMB (tetrametil benzidin) in karbamid 
peroksid. V prisotnosti imunskih okompleksov antigen HEV/protitelo anti-
HEV/sekundarno detekcijsko protitelo anti IgG, se dodana raztopina iz brezbarvne 
spremeni v modro obarvano (Slika 7). Reakcijo zaustavimo z dodatkom žveplove kisline, 
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ki spremeni modro obarvani produkt v rumenega. Rezultate nato odčitamo 
spektrofotometrično s čitalcem mikrotitrskih ploščic (50). 
 
Slika 7: Princip testa ELISA za določanje prisotnosti protiteles IgG anti-HEV.  
 
3.5.2  Princip testa Wantai HEV-IgM ELISA 
Test temelji na encimskoimunskem testu ELISA z dvostopenjsko inkubacijo na trdi fazi. 
Dno vdolbinic mikrotitrske ploščice je prevlečeno z lovilnimi protitelesi, ki prepoznavajo 
človeške imunoglobuline razreda  (protitelesa razreda IgM). Po dodatku vzorca plazme, 
se na lovilna protitelesa v času prve inkubacije vežejo vsa protitelesa razreda IgM, ki jih ta 
vsebuje. Sledi korak spiranja, s katerim odstranimo ostale sestavine vzorca, še posebej 
protitelesa razreda IgG. Protitelesa IgM anti-HEV, ki so se hibridizirala na trdo fazo, 
detektiramo z dodatkom rekombinantnega proteina ORF2 HEV, konjugiranega z encimom 
hrenova peroksidaza (HRP). Med drugo inkubacijo se s HRP konjugirani antigeni 
specifično vežejo na protitelesa razreda IgM anti-HEV, seveda le, če so bila prisotna v 
vzorcu. Mikrotitrsko ploščico nato speremo s pufrom, da ostranimo nevezani antigenski 
konjugat, nato pa v vdolbinice dodamo enako raztopino kromogena kot pri določanju 
prisotnosti protiteles razreda IgG anti-HEV. Če so prisotni imunski kompleksi (protitelo 
IgG proti človeškemu IgM)/(protitelo IgM anti-HEV)/(antigen ORF2 HEV konjugiran s 
HRP), hrenova peroksidaza hidrolizira substrat TMB, kar zaznamo kot modro obarvano 
reakcijsko raztopino (Slika 8). Reakcijo zaustavimo z dodatkom žveplove kisline, ki 
spremeni modro obarvan produkt v rumenega in rezultate ovrednotimo 
spektrofotometrično s pomočjo čitalca mikrotitrskih ploščic (51). 
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Slika 8: Princip testa ELISA za določanje prisotnosti protiteles IgM anti-HEV.  
 
3.5.3  Reagenti 
Vsak od reagenčnih kompletov Wantai HEV-IgG in Wantai HEV-IgM (Wantai, Kitajska), 
vsebuje vse potrebne reagente za testiranje po 91 vzorcev. Reagenčna kompleta vsebujeta 
naslednje reagente in sestavine, navedene v Preglednica VI. 
Preglednica VI: Sestavi reagenčnih kompletov Wantai HEV-IgG in Wantai HEV IgM ELISA (50, 51) 
Reagent Wantai HEV-IgG Wantai HEV-IgM 
Negativna kontrola modro obarvana raztopina pufra 
Pozitivna kontrola rdeče obarvana pufrska raztopina z 
IgG anti-HEV  
rdeče obarvana pufrska raztopina z 
IgM anti-HEV  
HRP-konjugat Raztopina s protitelesi proti človeškim 
molekulam IgG, konjugiranimi z 
encimom hrenova peroksidaza 
rekombinantni antigen ORF2 HEV, 
konjugiran z encimom hrenova 
peroksidaza 
Diluent  pufrska raztopina z dodatkom proteinov 
Spiralni pufer pufrska raztopina s površinsko aktvino snovjo 
Raztopina kromogena A raztopina karbamid peroksida 
Raztopina kromogena B TMB (tetrametil benzidin) in N,N.dimetilformamid 
Stop reagent 0,5 M H2SO4 
 
3.5.4  Laboratorijska oprema 
Za testiranje vzorcev na prisotnost specifičnih protiteles anti-HEV v serumskih vzorcih 
smo uporabili: 
• avtomatizirani pipetor Janus G3 (Perkin Elmer, Waltham, ZDA), 
• pipete Biohit, 500 – 5000 µL (Biohit, Helsinki, Finska), 
• nastavke za pipete Biohit, 500 – 5000 µL, 780308 (Biohit, Helsinki, Finska), 
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• nastavke za pipetor Janus G3, Filter Tip 900 µL, 6001256 (Perkin Elmer, Waltham, 
ZDA), 
• plastične kadičke za reagente, 
• mikrotitrske ploščice, priložene reagenčnemu kompletu (Wantai, Kitajska), 
• inkubator mikrotitrskih ploščic Abbott Commander Dynamic Incubator (Abbott 
Laboratories, Chicago, ZDA), 
• spiralnik mikrotitrskih ploščic Hydroflex (Tecan, Männedorf, Švica), in 
• čitalec mikrotitrskih ploščic Sunrise (Tecan, Männedorf, Švica). 
 
3.5.5  Potek dela 
Vse reagente smo iz hladilnika, kjer smo jih hranili pred odprtjem, prenesli na sobno 
temperaturo in pustili, da so se ogreli na delovno temperaturo, ki je med 18 °C in 30 °C. 
Pufer za spiranje smo redčili dvajsetkrat z deionizirano vodo, skladno z navodilom 
proizvajalca. Ostali reagenti niso potrebovali priprave.  
Na nosilec smo pritrdili potrebno število mikrotitrskih testnih ploščic in na njih označili tri 
reakcijska mesta (vdolbinice) za negativno, dve za pozitivno in eno za slepo kontrolo. To 
smo storili pri vsaki izvedbi posameznega testa. V naslednjem koraku smo s pomočjo 
pipetorja v reakcijska mesta nanesli po 100 L diluenta (razen za slepo kontrolo). Sledil je 
dodatek po 10 µL pozitivne oz. negativne kontrole in vzorcev, nato pa smo vsebino 
mikrotitrske ploščice premešali z blagimi tresljaji, jo pokrili s priloženo samolepilno folijo, 
da smo preprečili izhlapevanje, in ploščico 30 minut inkubirali v inkubatorju na 37 °C. Po 
inkubaciji smo z mikrotitrske ploščice odstranili folijo in jo petkrat sprali v spiralniku. V 
vsakem spiralnem koraku smo v vdolbinice dodali med 350 L in 400 L spiralnega pufra, 
ki smo ga pri vsakem spiranju pustili v njih stati med 30 in 60 sekund. Po zadnjem spiranju 
smo preostanek spiralnega pufra popivnali s papirjem, in nato v vse vdolbinice, razen v 
tisto s slepo kontrolo, dodali po 100 L konjugata HRP. Mikrotitrsko ploščico smo 
ponovno pokrili in inkubirali 30 minut na 37 °C. Nato smo ponovili korak s petkratnim 
spiranjem in na koncu v vse vdolbinice, tudi v tisto s slepo kontrolo, dodali po 50 L 
raztopine kromogena A in 50 L raztopine kromogena B, ter ter mikrotitrsko ploščo nežno 
premešali na stresalniku. Potem smo jo, zaščiteno pred svetlobo, inkubirali 15 minut na 37 
°C. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 50 L reagenta stop in nato v 10 minutah izvedli 
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meritve absorbance s čitalcem mikrotitrskih ploščic, pri valovni dolžini 450 nm in 
referenčni valovni dolžini 620 nm (50, 51).  
3.5.6  Interpretacija rezultatov 
Rezultate meritev smo interpretirali za vsako mikrotitrsko ploščo posebej, kar velja tudi za 
izračune mejnih vrednosti, in sicer ne glede na število mikrotitrskih ploščic, ki smo jih 
analizirali eno za drugo. Končen rezultat za vsak analizirani vzorec smo dobili tako, da 
smo primerjali izmerjeno absorbanco z ustrezno mejno vrednostjo. Če smo mejno vrednost 
določili z merjenjem pri samo eni valovni dolžini, smo od vrednosti absorbanc vzorcev 
odšteli vrednosti slepe kontrole, ko pa smo uporabili čitalec z dvojnim filtrom (meritve pri 
dveh valovnih dolžinah), pa slepe kontrole nismo potrebovali. Mejno vrednost rezultatov 
na posamezni mikrotitrski ploščici smo izračunali s pomočjo enačb za posamezen 
reagenčni komplet, ki sta navedena v Preglednica VII. 
Preglednica VII: Izračun mejne vrednosti za vsakega od uporabljenih reagenčnih kompletov (50, 51) 
Wantai HEV-IgM Mejna vrednost (CO) = povprečna vrednost absorbanc negativnih kontrol + 0,26 
Wantai HEV-IgG 
 
Mejna vrednost (CO) = povprečna vrednost absorbanc negativnih kontrol + 0,16 
Če je povprečna vrednost absorbanc negativnih kontrol manjša <0,03, kot povprečno vrednost 
uporabimo vrednost 0,03. 
 
Slepa kontrola vsebuje samo raztopini kromogena in reagent stop; njena absorbanca mora 
biti manjša <0.080 pri 450 nm. 
Vrednost absorbance pozitivne kontrole mora biti ≥0.800 po odštetju slepe kontrole, 
izmerjene pri 450 nm oz. pri merjenju pri dveh valovnih dolžinah. 
Vrednost absorbance negativne kontrole mora biti ≤0.100 po odštetju absorbance slepe 
kontrole, izmerjene pri 450 nm oz. pri merjenju pri dveh valovnih dolžinah. Če ena od 
meritev negativne kontrole ne ustreza zahtevi, jo izločimo in povprečje izračunamo iz 
preostalih dveh. Če zahtevi ne ustrezata dve od treh meritev pa test ni veljaven in moramo 
zato analizo vzorcev ponoviti.  
Rezultat je negativen, če je razmerje med absorbanco vzorca in mejno vrednostjo (A/CO) 
<1, kar pomeni, da v testiranem vzorcu ni protiteles anti-HEV. 
Rezultat je pozitiven, če je razmerje med abosrbanco vzorca in mejno vrednostjo (A/CO) 
≥1, kar pomeni, da so v testiranem vzorcu prisotna specifična protitelesa anti-HEV. 
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Mejni rezultat dobimo takrat, ko je razmerje med absorbanco vzorca in mejno vrednostjo 
(A/CO) med 0.9 in 1.1. V tem primeru vzorec ponovno testiramo v dvojniku, da dobimo 
končni rezultat (50, 51).  
 
Vse rezultate smo avtomatsko obdelali in ovrednotili z računlniškim programom Magellan 
Tracker, verzija 7.2 (Tecan, Männedorf, Švica). 
Razširjenost okužbe s HEV smo določili iz števila pozitivno interpretiranih rezultatov in 
celokupnega števila vseh pridobljenih rezultatov, pri določanju prisotnosti protiteles IgG 
anti-HEV. 
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4  REZULTATI 
Prisotnost RNA HEV smo določali s testom NAT Procleix HEV Assay, s katerim smo 
ugotavljali pojavnost okužbe med slovenskimi krvodajalci. Vse prvotno reaktivne vzorce 
smo ponovno testirali v dvojnikih in jih ovrednotili kot pozitivne, če je bila vsaj ena od 
ponovitev reaktivna. Poleg tega smo s testi ELISA določali tudi prisotnost specifičnih 
protiteles IgG anti-HEV (testni komplet HEV-IgG, Wantai, Kitajska) pri vseh 
krvodajalcih, testiranih na RNA HEV, da smo dobili podatek o razširjenosti okužbe med 
slovenskimi krvodajalci. Vse plazemske vzorce, ki so bili pozitivni na prisotnost 
specifičnih protiteles anti-HEV razreda IgG in seveda vse tiste s pozitivnim rezultatom 
testiranja NAT, smo testirali tudi na prisotnost protiteles razreda IgM (testni komplet 
HEV-IgM, Wantai, Kitajska). Vzorce krvodajalcev smo zbirali in testirali med 22. 
januarjem in 7. junijem 2019.  
4.1  Rezultati testiranja NAT na prisotnost RNA HEV 
V namen določanja pojavnosti okužbe s HEV smo testirali 9284 plazemskih vzorcev 
sprotnih krvodajalcev. Testirani vzorci predstavljajo 11% vseh darovanih enot krvi v 
Sloveniji v letu 2019. Prisotnost RNA HEV smo dokazali v petih plazemskih vzorcih, in 
sicer dveh krvodajalcev in treh krvodajalk. Virusno breme, določeno v pozitivnih vzorcih v 
Referenčnem centru za hepatitis E v Univerzitetni bolnišnici Toulouse v Franciji, je bilo v 
razponu med 16 IU/ml in 18 700 IU/ml.  
 
Spol in starost 
Med krvodajalci, ki smo jih testirali na prisotnost RNA HEV, je bilo 6188 moških (67%) 
in 3096 žensk (33%). 
Preiskovanci so bili stari med 18 in 68 let. Najbolj zastopana je bila starostna skupina  
od 40 – 49 let, najmanj pa je bilo krvodajalcev starih med 60 in 68 let (Slika 9). Starostna 
porazdelitev testiranih krvodajalcev je primerljiva s porazdelitvenim vzorcem celotne 
populacije slovenskih krvodajalcev.  
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Slika 9: Frekvenčni prikaz starosti krvodajalcev, testiranih na prisotnost RNA HEV (N = 9284). 
 
Rezultati testiranja po slovenskih regijah 
Ker smo želeli zajeti čim večje število krvodajalcev, njihova razporeditev po slovenskih 
regijah za namen pojavnosti okužbe s HEV ni bila tako pomembna, saj je bila za nas 
ključna informacija o frekvenci okužb glede na število darovanih enot krvi. Največ v 
raziskavo vključenih krvodajalcev je bilo iz gorenjske regije (Slika 10). V posamezni regiji 
pa so krvodajalci kri darovali tako v Centrih za transfuzijsko dejavnost ZTM kot tudi na 
rednih terenskih krvodajalskih akcijah v organizaciji ZTM. 
 
Slika 10: Grafični prikaz deležev krvodajalcev testiranih na prisotnost RNA HEV, glede na regije, kjer so kri darovali. 
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Štirje od petih vzorcev z reaktivnim rezultatom NAT so bili pridobljeni v gorenjski regiji, 
in sicer vsi na terenskem odvzemu krvi v Kranju. Vsi štirje okuženi gorenjski krvodajalci 
(trije moški in ena ženska) so imeli stalno prebivališče na območju pošte Preddvor. Peti 
vzorec (ženska), ki je tudi bil prav tako NAT-reaktiven, pa je bil odvzet v Kamniku, kjer je 
imela krvodajalka tudi stalno prebivališče (osrednjeslovenska regija). Preglednica VIII 
prikazuje pojavnost pozitivnih rezultatov NAT v posameznih slovenskih statističnih 
regijah.  
Preglednica VIII: Porazdelitev rezultatov testiranja NAT na prisotnost RNA HEV po slovenskih statističnih regijah. 
 
Reaktivni Nereaktivni  
Moški Ženske Skupno Moški Ženske Skupno 
gorenjska 3 1 4 1103 583 1686 
primorsko-notranjska 0 0 0 64 32 96 
savinjska 0 0 0 997 516 1513 
pomurska 0 0 0 298 128 426 
podravska 0 0 0 850 338 1188 
jugovzhodna 0 0 0 607 264 871 
obalno-kraška 0 0 0 289 166 455 
osrednjeslovenska 0 1 1 656 470 1126 
goriška 0 0 0 604 274 878 
koroška 0 0 0 311 130 441 
posavska 0 0 0 78 28 106 
zasavska 0 0 0 328 165 493 
SKUPNO: 3 2 5 6185 3094 9279 
 
En reaktiven rezultat pripada starostni skupini od 30 – 39 let (ženska, starost ob odvzemu: 
36 let; gorenjska regija), eden starostni skupini od 40 – 49 let (moški, starost ob odvzemu: 
49 let; gorenjska regija), trije pa starostni skupini od 50 – 59 let (ženska, starost ob 
odvzemu: 53 let; osrednjeslovenska regija, ter dva moška, starost ob odvzemu: 52 in 53 let; 
oba gorenjska regija).  
Delež rezultatov reaktivnih na prisotnost RNA HEV, glede na celotno testirano število 
krvodajalcev, je torej: 
5
(5 + 9279)
× 100 % =
5
9284
× 100 % =  0,054 
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S statističnem programom SPSS 26.0.0 (IBM, Armonk, ZDA) izračunani 95% interval 
zaupanja za pojavnost okužbe HEV v testiranem vzorcu populacije slovenskih 
krvodajalcev je 0,0067 % - 0,1011 %. 
Rezultati kažejo, da je v Sloveniji na RNA HEV pozitivna povprečno 1 na 1857 darovanih 
krvnih enot (1:1857).  
Analitična občutljivost testa Procleix HEV Assay 
Analitična občutljivost testa je definirana kot meja odkrivanja ciljnega označevalca oz. 
njegova najmanjša količina, ki jo še lahko natančno zaznamo z uporabljeno diagnostično 
analizno metodo. V Odločbi Komisije Evropske skupnosti o skupnih tehničnih 
specifikacijah za diagnostične medicinske pripomočke in vitro, je zahtevano, da analitično 
občutljivost testa NAT podamo kot 95% pozitivno mejno vrednost. Ta predstavlja tisto 
koncentracijo RNA HEV, ki po zaporednih redčitvah mednarodnega referenčnega 
materiala oz. standarda, v 95% testnih serij daje pozitiven rezultat (52).  
Za določitev analitične občutljivosti smo uporabili redčine kontrolnega vzorca P0264 
ViraQ HEV Check 125 z začetno koncentracijo 100 IU HEV RNA/mL. Pripravili smo štiri 
redčitve in vsako testirali v šestih paralelkah. Rezultate (Preglednica IX) smo statistično 
obdelali s programom SPSS (V26.0.0, IBM, Armonk, ZDA), pri čemer smo uporabili 
analizo Probit. Analitična občutljivost testa NAT Procleix HEV Assay je bila 
9,010 IU/mL. To pomeni, da bomo v 95% ponovitev testiranja NAT vzorca s koncentracijo 
9,010 IU/mL RNA HEV dobili reaktiven rezultat. S statistično analizo z uporabo istega 
testa Probit smo določili tudi koncentracijo za 50% verjetnost detekcije reaktivnega 
rezultata, ki je v našem primeru znašala 6,244 IU/mL. Vse vrednosti so bile izračunane s 
95% intervalom zaupanja (Preglednica IX).  
Preglednica IX: Rezultati preskušanja analitične občutljivosti testa NAT Procleix HEV Assay. 
Količina RNA HEV 
[IU/mL] 
Št. ponovitev meritev Št. reaktivnih rezultatov 
Delež pozitivnih 
rezultatov 
50 6 6 100% 
25 6 6 100% 
12.5 6 6 100% 
6.25 6 3 50% 
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4.2  Rezultati seroloških testiranj na prisotnost protiteles anti-HEV 
Da bi čim bolj zanesljivo določili razširjenost okužbe s HEV med slovenskimi krvodajalci, 
smo na prisotnost specifičnih protiteles IgG anti-HEV testirali 1264 plazemskih vzorcev 
sprotnih krvodajalcev (Preglednica X). Kvoto tistih, ki so se prostovoljno vključili v 
raziskavo, smo izbrali glede na delež slovenskega prebivalstva, ki živi v posamezni 
statistični regiji (vir: Statistični urad Republike Slovenije). Na voljo smo imeli 1500 
seroloških testov, dejansko število testiranih vzorcev pa je bilo manjše, zaradi uporabe 
pozitivnih in negativnih kontrol ter potrditvenih testiranj, ki so bila potrebna v primerih 
pozitivnih in mejnih rezultatov prvega testiranja. Med testiranimi vzorci smo dobili 1 
rezultat, ki je bil neponovljivo reaktiven, zato smo ga izvzeli iz nadaljnje statistične 
obravnave rezultatov. Zabeležili smo tudi 2 rezultata, ki sta imela ponovljeni mejni 
vrednosti, v nadaljevanju pa smo ju obravnavali kot pozitivna. V testiranje smo vključili 
tudi vseh 5 vzorcev, ki so bili reaktivni na testiranje NAT glede prisotnosti RNA HEV, in 
rezultate njihove serološke analize prav tako vključili v statistično obdelavo.  
Preglednica X: Število vzorcev in deleži testiranih krvodajalcev na prisotnost protiteles IgG anti-HEV, glede na posamezno 
slovensko statistično regijo. 
STATISTIČNE REGIJE Št. testiranih 
Ciljno število 
odvzemov 
Dejanski delež 
testiranih 
Ciljni delež 
koroška 44  45 3,5 % 3% 
savinjska 209  180 16,6 % 12% 
zasavska 32  45 2,5 % 3% 
posavska 18  60 1,4 % 4% 
jugovzhodna 118  105 9,3 % 7% 
osrednjeslovenska 183 390 14,5 % 26% 
gorenjska 163 150 12,9 % 10% 
primorsko-notranjska 43  45 3,4 % 3% 
goriška 52  90 4,1 % 6% 
obalno-kraška 78  75 6,2 % 5% 
pomurska 52  90 4,1 % 6% 
podravska 271  240 21,5 % 16% 
 
Spol in starost testiranih preiskovancev 
Med krvodajalci, ki smo jih testirali na prisotnost protiteles IgG anti-HEV, je bilo 840 
moških (67%)  in 423 žensk (33%). 
Testirane osebe so bile stare med 18 in 66 leti. Najbolj zastopana je bila starostna skupina  
od 40 – 49 let, najmanj pa je bilo krvodajalcev starih med 60 in 66 let (Slika 11). Starostna 
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porazdelitev testiranih krvodajalcev je primerljiva s porazdelitvenim vzorcem celotne 
slovenske populacije krvodajalcev in tudi z vsemi krvodajalci, ki smo jih testirali na 
prisotnost RNA HEV.  
 
Slika 11: Frekvenčni prikaz starosti krvodajalcev, testiranih na prisotnostprotiteles IgG anti-HEV (N = 1263). 
 
Rezultati testiranja glede na slovenske statistične regije 
Ker smo želeli zajeti reprezentativen vzorec krvodajalcev, ki kar najbolje predstavlja 
slovensko populacijo prebivalstva, smo njihovo število prilagodili glede na regije, kjer so 
jim odvzeli kri. Odvzemi so bili opravljeni bodisi v Centrih za transfuzijsko dejavnost, kjer 
praviloma darujejo kri krvodajalci posamezne regije, ali pa na terenskih krvodajalskih 
akcijah, ki so prav tako namenjeni predvsem okoliškim prebivalcem, glede na sam kraj 
organiziranega odvzema.  
Porazdelitev krvodajalcev, testiranih v posamezni regiji za namen določanja prekuženosti 
prebivalstva, je prikazana na Slika 12. 
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Slika 12: Grafični prikaz regijske porazdelitve krvodajalcev testiranih na prisotnost protiteles IgG anti-HEV. 
 
Prisotnost specifičnih protiteles anti-HEV razreda IgG smo potrdili pri skupno 94 testiranih 
krvodajalcih, od katerih je bilo 74 moških in 20 žensk. Največ pozitivnih rezultatov je bilo 
v podravski, sledili pa sta ji osrednjeslovenska in jugovzhodna regija (Preglednica XI). 
Pozitivnih rezultatov nismo dobili v vzorcih iz posavske regije, ki pa je bila, glede števila 
testiranih krvodajalcev, številčno najmanj zastopana. Delež pozitivnih rezultatov v 
posamezni regiji sovpada z deležem testiranih krvodajalcev v njej, in sicer glede na skupno 
število vseh testiranih preiskovancev na prisotnost protiteles IgG anti-HEV.  
Preglednica XI: Porazdelitev rezultatov serološkega testiranja na prisotnost protitelse IgG anti-HEV, po slovenskih 
statističnih regijah. 
 
Pozitivni Negativni  
Moški Ženske Skupno Moški Ženske Skupno 
gorenjska 8 3 11 100 52 152 
primorsko-notranjska 3 1 4 29 10 39 
savinjska 17 1 18 128 63 191 
pomurska 1 3 4 36 12 48 
podravska 21 2 23 176 72 248 
jugovzhodna 9 2 11 74 33 107 
obalnokraška 5 1 6 39 33 72 
osrednjeslovenska 6 6 12 85 86 171 
goriška 2 0 2 36 14 50 
koroška 1 1 2 29 13 42 
posavska 0 0 0 14 4 18 
zasavska 1 0 1 20 11 31 
SKUPNO: 74 20 94 766 403 1169 
 
163
52
118
44
78
183
271
52
18
43
209
32
0
50
100
150
200
250
300
 
 
36 
 
Statistično značilnost razlik v rezultatih med regijami smo preverili s testom χ2 (SPSS 
26.0.0, IBM, Armonk, ZDA). Izračunana vrednost χ2 (α=0,05; df =11 ) je bila 5,825, 
pripadajoča vrednost p pa 0,885. 
 
Rezultati glede na starost krvodajalcev 
Največ pozitivnih rezultatov smo določili v starostni skupini med 50 in 59 let, najmanj pa v 
skupini do 29 let. Izračunali smo tudi deleže pozitivnih rezultatov v posamezni starostni 
skupini (Preglednica XII). Deleži pozitivnih rezultatov naraščajo z naraščanjem starosti 
testiranih krvodajalcev, in sicer od 3,5% v najmlajši do 18% prekuženosti v najstarejši 
testirani skupini. Statistično značilnost razlik med starostnimi skupinami smo preverili s 
testom χ2 (SPSS 26.0.0, IBM, Armonk, ZDA). Izračunana vrednost χ2 (α=0,05; df = 4) je 
bila 26,007, pripadajoča vrednost p < 0,001. 
Preglednica XII: Rezultati testiranja posameznih starostnih skupin krvodajalcev na prisotnost protiteles IgG anti-HEV.  
STAROSTNE 
SKUPINE 
Št. testiranih 
krvodajalcev 
Št. pozitivnih na 
IgG anti-HEV  
Delež pozitivnih na IgG anti-HEV  glede na 
št. testiranih v posamezni skupini 
18 - 29 let 199 7 3.5 % 
30 - 39 let 330 20 6.1 % 
40 - 49 let 389 22 5.7 % 
50 - 59 let 279 33 11.8 % 
60 - 66 let 66 12 18.2 % 
 
Od 5 vzorcev, reaktivnih na RNA HEV, sta bila dva pozitivna tudi na prisotnost protiteles 
IgG anti-HEV (krvodajalec, starost ob odvzemu: 54 let, gorenjska regija in krvodajalka, 
starost ob odvzemu: 37 let, gorenjska regija). 
Delež rezultatov, pozitivnih na prisotnost protiteles IgG anti-HEV, glede na celotno 
testirano število krvodajalcev (razširjenost), smo izračunali kot sledi: 
94
(94 + 1169)
× 100 % =  
94
1263
× 100 % = 0,074426 × 100 % = 7,4% 
Uporabili smo statistični program SPSS 26.0.0. (IBM, Armonk, ZDA) in izračunali še 95% 
interval zaupanja za razširjenost prisotnosti protiteles IgG anti-HEV, z razponom od 
6,0% – 8,9%.  
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Glede na zadnji podatek o številu prebivalcev v Sloveniji (1. oktober 2019: 2 094 060, vir 
SURS) je v Sloveniji tekom življenja s HEV E okuženih približno 156 000 prebivalcev oz. 
povedano drugače, s HEV je prekužen vsak 13. Slovenec.  
4.2.1  Rezultati serološkega testiranja na prisotnost protiteles IgM anti-HEV  
Krvodajalce, ki so bili ob prvem testiranju pozitivni na prisotnost protiteles IgG anti-HEV, 
smo testirali tudi na prisotnost protiteles IgM anti-HEV, da bi preverili, ali so v obdobju 
prebolevanju okužbe, vendar brez viremije (negativni test NAT). Testirali smo tudi vseh 5 
vzorcev , ki so bili reaktivni v testu NAT (prisotnosti RNA HEV) ter vse kontrolne vzorce 
NAT HEV-pozitivnih krvodajalcev. Tako smo na prisotnost protiteles IgM anti-HEV 
testirali skupno 106 plazemskih vzorcev. Med njimi je bil 1 rezultat neponovljivo 
reaktiven, zato smo ga izvzeli iz nadaljnje statistične obravnave. Dobili smo tudi 3 
rezultate, ki so imeli ponovljeno mejne vrednosti in jih obravnavali kot pozitivne, glede na 
prisotnost protiteles IgM anti-HEV. 
Prisotnost protiteles razreda IgM anti-HEV smo potrdili v 6 testiranih vzorcih 
krvodajalcev, in sicer pri 5 moških in 1 ženski.  
Preiskovanci s pozitivnim rezultatom, glede prisotnosti protiteles IgM anti-HEV, so bili 
stari med 30 in 59 let, in so pripadali srednjim trem starostnim skupinam. Pozitivnih 
rezultatov nismo zabeležili v najmlajši in najstarejši starostni skupini.  
En krvodajalec, ki je bil reaktiven na testiranje prisotnosti RNA HEV, obenem pa 
negativen na prisotnost protiteles IgG anti-HEV, je imel mejen rezultat pri določanju 
protiteles IgM anti-HEV. Ostala dva mejna rezultata pa smo določili v plazemskih vzorcih 
dveh moških krvodajalcev iz savinjske regije, ki sta bila ob odvzemu krvi stara 34 let.  
4.3  Rezultati kontrolnih odvzemov NAT HEV - reaktivnih 
krvodajalcev 
Krvodajalce, pri katerih smo potrdili prisotnost RNA HEV v krvi, smo povabili na 
kontrolne odvzeme in jih spremljali vse dokler pri vsakem posamezniku nismo izključili 
viremije in zaznali pojav specifičnih protiteles IgG anti-HEV. Vse kontrolne vzorce smo 
vsakič testirali na prisotnost specifičnih protiteles anti-HEV. Prvotni vzorec smo poslali na 
biokemijsko določanje jetrnih aminotransferaz AST in ALT ter na določitev genotipa HEV 
in virusnega bremena. Vsi rezultati omenjenih testiranj prvotnih in kontrolnih vzorcev vseh 
5 krvodajalcev so zbrani v  
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Preglednica XIII. Krvodajalka z oznako ID-2767147 ni prišla na drugi kontrolni odvzem.  
Preglednica XIII: Rezultati testiranj prvotnih in nadaljnjih kontrolnih vzorcev petih NAT HEV- reaktivnih krvodajalcev. 
Donacija 
Starost/spol/regija* 
ID-2767147 
53/Ž/osr 
ID-2766754 
52/M/g 
ID-2766673 
53/M/g 
ID-2766731 
37/Ž/g 
ID-2766728 
49/M/g 
RNA HEV Prvi odvzem 
(N) 
reaktiven reaktiven reaktiven reaktiven reaktiven 
Kontrolni odvzem 1 
(N+x) 
reaktiven 
N+18 
reaktiven 
N+23 
nereaktiven 
N+21 
nereaktiven 
N+20 
nereaktiven 
N+19 
Kontrolni odvzem 2 
(N+x) 
/ nereaktiven 
N+50 
/ / / 
Genotip 3a 3a nedoločljiv 3a 3f 
Virusno breme 16 IU/ml 18.700 IU/ml / 293 IU/ml 98 IU/ml 
S-ALT (μkat/L)** 0,47 2,11 0,51 0,50 0,33 
S-AST (μkat/L)*** 0,28  0,96 0,26 0,21 0,20 
IgM anti-HEV (N) nereaktiven nereaktiven reaktiven reaktiven mejni 
Kontrolni odvzem 1 
(N+x) 
nereaktiven 
N+18 
nereaktiven 
N+23  
reaktiven 
N+21 
reaktiven 
N+20 
nereaktiven 
N+19 
Kontrolni odvzem 2 
(N+x) 
mejni 
N+123 
nereaktiven 
N+50 
nereaktiven 
N+134 
/ nereaktiven 
N+142 
Kontrolni odvzem 3 
(N+x) 
/ nereaktiven 
N+142 
/ / / 
IgM anti-HEV (N) nereaktiven nereaktiven reaktiven reaktiven nereaktiven 
Kontrolni odvzem 1 
(N+x) 
nereaktiven 
N+18 
reaktiven 
N+23 
reaktiven 
N+21 
reaktiven 
N+20 
reaktiven 
N+19 
Kontrolni odvzem 2 
(N+x) 
reaktiven 
N+123 
reaktiven 
N+50 
nereaktiven 
N+134 
/ reaktiven 
N+142 
Kontrolni odvzem 3 
(N+x) 
/ reaktiven 
N+142 
/ / / 
* g: gorenjska regija, osr: osrednjeslovenska regija 
** referenčne vrednosti – M: < 0,74 µkat/L in Ž: <0,56 µkat/L 
*** referenčne vrednosti – M: < 0,58 µkat/L in Ž: <0,52 µkat/L 
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5  RAZPRAVA 
V našo raziskavo smo vključili plazemske vzorce krvodajalcev, ki so prostovoljno 
pristopili k testiranju na prisotnost RNA HEV in so kri darovali v obdobju med januarjem 
in junijem 2019. Poleg testiranja prisotnosti viremije smo del vzorcev preiskali tudi na 
prisotnost specifičnih protiteles anti-HEV razreda IgG, v tistih, ki so bili pozitivni pa na ta 
serološki označevalec pretekle okužbe, pa določali tudi prisotnost protiteles IgM anti-HEV. 
Krvodajalce, ki so bili pozitivni na RNA HEV, smo povabili tudi na kontrolna testiranja in 
tako spremljali njihovo pot ozdravitve.  
Z metodo TMA smo testirali morebitno prisotnost RNA HEV v 9284 plazemskih vzorcih. 
Zastopanost po spolu v vzorcu preiskovancev je bila enaka razmerju spolov v celotni 
populaciji slovenskih krvodajalcev (tretjina žensk in dve tretjini moških). Tudi starostna 
porazdelitev testiranih krvodajalcev je bila skladna s celokupno populacijo slovenskih 
krvodajalcev, kar pomeni, da je je bil tudi s tega stališča vzorec preiskovancev ustrezno 
izbran. Prisotnost viremije oz. RNA HEV smo potrdili v 5 vzorcih. Rezultati ne kažejo, da 
bi bila okužba preferenčno omejena na en spol ali na določeno starostno skupino. Štirje od 
petih vzorcev so pripadali osebam iz gorenjske, zadnji, peti pa krvodajalki iz 
osrednjeslovenske regije. Vse smo zaupno obvestili o rezultatu testiranja in jih prosili, da 
so izpolnili anketo. Med njimi nismo uspeli identificirati skupnega vira okužbe. Ti 
krvodajalci se med seboj niso poznali, niso bili sorodstveno povezani in so imeli različna 
delovna okolja, skupno pa jim je bilo le to, da so 4 stanovali v isti občini. V anketi so vsi 
potrdili, da so uživali suhomesne izdelke 6 do 8 tednov pred odvzemom vzorca, dva med 
njimi sta celo kupila prašiča za zakol, a pri različnih mesarjih. Čeprav s ciljanimi anketnimi 
vprašanji nismo našli skupne točke med okuženimi iz istega kraja, je verjetnost, da gre za 
popolnoma nepovezane okužbe, ki so si tako geografsko blizu, malo verjetna. 
Predvidevamo, da bi lahko bil razlog za okužbo omenjenih 4 gorenjskih krvodajalcev isti, 
nam neznan vir mesa (najverjetneje domačega svinjskega), ki še posebej v zimskem 
prazničnem času kroži med znanci v obliki pogostitev in daril. Domače suhe mesnine so 
največkrat dimljene, kar pa ne zagotavlja zadostne toplotne obdelave, ki bi inaktivirala 
HEV. Največkrat gre za konzumiranje svinjskega mesa, ki pa je, kot smo že večkrat 
omenili, eden najpogostejših prenašalcev zoonoze hepatitisa E.  
Eden od krvodajalcev s prisotno RNA HEV v krvi, se je krvodajalske akcije udeležil 
sočasno s štirimi drugimi člani družine (žena in trije otroci), zato smo, dodatno, na 
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prisotnost protiteles IgG in IgM anti-HEV, testirali tudi njihove plazemske vzorce. Nihče 
od njih ni imel prisotnih niti RNA HEV  niti obeh vrst protiteles anti-HEV.  
Rezultat naše raziskave določanja pojavnosti okužbe s HEV med slovenskimi krvodajalci 
je izračunana vrednost 0,054 % (0,0067 % – 0,1011 %), kar pomeni, da je s HEV okužena 
1 enota darovane krvi na vsakih 1857. Glede na razpoložljive podatke o seroprevalenci v 
evropskih državah, je njena pojavnost v Sloveniji povsem primerljiva z njimi (34).  
Dodatni cilj naše raziskave je bil tudi oceniti razširjenost okužbe s HEV med slovenskim 
prebivalstvom. V tem primeru je bila porazdelitev testiranih krvodajalcev po slovenskih 
statističnih regijah izjemno pomembna za ustrezno reprezentativnost preiskovanega 
vzorca, ekstrapolirano na splošno slovensko populacijo. Kvoto zajetih krvodajalcev v 
posamezni regiji smo določili glede na količino reagentov, ki smo jih imeli na voljo, in 
skladno z deleži prebivalstva v vsaki od dvanajstih slovenskih statističnih regij. Končno 
število vzorcev, testiranih na prisotnost protiteles IgG anti-HEV, je bilo 1264. Vse 
pozitivne vzorce smo potrditveno testirali, prav tako pa smo ponovili testiranje vseh 
vzorcev z mejnim rezultatom. Pri tem smo dobili le en neponovljivo reaktiven rezultat 
(prvič je bil pozitiven, drugič pa negativen), ki smo ga zaradi nejasne interpretacije 
izključili iz nadaljnje statistične obdelave rezultatov, zato je bilo končno število testiranih 
vzorcev 1263. Imeli smo še dva mejna rezultata, ki sta tudi po drugem testiranju ostala 
mejna. Proizvajalec testa Wantai (Kitajska) v navodilih navaja, da je nezadostno spiranje 
lahko razlog za mejne rezultate. Ker pa smo v našem primeru mejna rezultata dobili 
dvakrat zapored, sklepamo, da vzrok zanje ni bil v tem, ampak najverjetnejev nizkih titrih 
protiteles IgG anti-HEV v vzorcih. Mejna rezultata obeh vzorcev smo v nadaljnji statistični 
obdelavi obravnavali kot pozitivna, saj nista bila nedvoumno negativna.  
Vzorec 1263 krvodajalcev, ki smo jih testirali na prisotnost protiteles IgG anti-HEV, je 
reprezentativno predstavljal tudi strukturo populacije slovenskih krvodajalcev s stališča 
zastopanosti spolov (33% žensk in 67% moških) in njihove starostne porazdelitve. Tudi pri 
zadostitvi kriterija porazdelitve vzorca preiskovancev po slovenskih statističnih regijah 
smo bili precej uspešni. Najbolj je izstopala premajhna zastopanost osrednjeslovenske 
regije (dosežena 14,5%, namesto ciljne 26%) in prevelik delež vzorcev iz pomurske regije 
(dejanski 21,5%, namesto ciljnega 16%). Skupno število vzorcev, ki so bili pozitivni na 
prisotnost protiteles IgG anti-HEV je bilo 94, kar kaže na to, da je prekuženost s HEV med 
slovenskimi krvodajalci 7,4% (5,99 – 8,89 %). To pa pomeni tudi, da tekom življenja za 
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hepatitisom E zboli vsak 13. Slovenec. Glede na podatke, ki so na voljo za nekatere 
evropske države, je razširjenost okužbe s HEV v Sloveniji med nižjimi v tem geografskem 
prostoru (53). Kot smo predvidevali, se delež preiskovancev, ki so preboleli okužbo s 
HEV, povečuje z njihovo starostjo, in sicer s 3,5% prekuženosti v najmlajši starostni 
skupini do 29 let, do 18,2% prekuženosti v starostni skupini >60 let. Tudi rezultat 
statističnega testa χ2 (p < 0,05) potrjuje statistično značilno razliko med primerjanimi 
starostnimi skupinami. Statistično značilne razlike med regijami pa nam ni uspelo potrditi 
(test χ2 , p > 0,05), zato ne moremo trditi, da je prekuženost z virusom HEV večja v kateri 
od slovenskih statističnih regij. 
Preiskovance, ki so bili pozitivni na prisotnost HEV-specifičnih protiteles razreda IgG smo 
testirali še na prisotnost protiteles razreda IgM anti-HEV, da bi ocenili ali gre za pretekle 
ali sveže okužbe. Skupno smo testirali 106 vzorcev, vendar smo nato enega izvzeli iz 
nadaljnje obdelave podatkov, ker je izkazoval neponovljivo reaktiven rezultat. Med 
končnimi 105 rezultati smo imeli tudi 3 mejne (po prvem in ponovnem testirnju). 
Obravnavali smo jih kot pozitivne, saj rezultati niso bili nedvoumno negativni. Tudi pri 
tem testu proizvajalec Wantai (Kitajska) navaja nezadosten korak spiranja kot možen 
razlog za mejne rezultate. Glede na to, da smo pri ponovnem testiranju omenjenih 3 
vzorcev ponovno dobili mejne rezultate, sklepamo, da so ti posledica manjšega obsega 
pretvorbe substrata TMB z encimom hrenova peroksidaza, ki je vezan na lovilni 
rekombinantni antigen HEV, ne pa ostankov raztopine kromogena zaradi nezadostnega 
spiranja.  
 
Pet krvodajalcev, ki so bili reaktivni na RNA HEV smo povabili na kontrolna testiranja čez 
dva in štiri tedne oz. po potrebi, vse do izginotja virusnih NK in pojava protiteles IgG anti-
HEV. Vse kontrolne vzorce (vključno s prvim odvzemom) smo vsakič testirali tudi na 
prisotnost protiteles IgG in IgM anti-HEV. Vzorce plazme RNA HEV-pozitivnih oseb smo 
poslali v Francoski referenčni center za hepatitis E (Toulouse, Francija), kjer so določili 
genotipe prisotnih sevov HEV ter virusno breme. Rezultati teh preiskav so predstavljeni v  
Preglednica XIII.  
Izsledki kažejo, da se je virusno breme pri vseh 5 preiskovancih zmanjšalo do 
nezaznavnega (nereaktiven rezultat) v 19 do 50 dneh po prvem testiranju NAT. V 4 od 5 
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prvih vzorcev je bilo virusno breme v razponu od 16 IU/mL do 18 700 IU/mL, v 1 pa ga ni 
bilo mogoče določiti. V slednjem zato tudi niso mogli ugotoviti genotipa HEV. V 3 
vzorcih so določili genotip 3a, v 1 pa genotip 3f. Dva krvodajalca z Gorenjske (ID-
2766754 in ID-2766731) sta bila okužena z enakim genotipom HEV (3a), kar bi lahko 
potrdilo predvidevanje, da sta morda uživala meso iz istega vira. En krvodajalec z 
Gorenjske (ID-2766728) je bil okužen z genotipom 3f, krvodajalka iz osrednjeslovenske 
regije (ID-2767147) pa z genotipom 3a HEV.  
Rezultati testiranja omenjenih 5 NAT-pozitivnih krvodajalcev na prisotnost specifičnih 
protiteles IgG in IgM anti-HEV so pokazali, da sta bila 2 od njih (ID-2766673 in ID-
2766731) pozitivna na prisotnost obeh razredov protiteles že pri prvem odvzemu, nato pa 
še ob prvem kontrolnem odvzemu krvi (T0 + 20 oz. + 21 dni). Krvodajalka (ID-2766731) 
se drugega kontrolnega odvzema ni udeležila, krvodajalec (ID-2766673) pa je bil štiri 
mesece po prvem testiranju negativen na oba razreda protiteles anti-HEV.  
Krvodajalec z najvišjim določenim virusnim bremenom (18700 IU/mL; ID-2766754) je bil 
pri prvem odvzemu negativen na prisotnost protiteles IgG in IgM anti-HEV. Na prvi 
kontroli, po 23 dneh, pa je bil še vedno NAT HEV-reaktiven, obenem pa pozitiven na 
prisotnost protiteles IgG. Zajeli smo ga namreč v največjem razmahu okužbe s HEV, saj je 
imel edini med petimi povišane vrednosti jetrnih encimov, kar kaže na povečan obseg 
nekroze hepatocitov oz. na patološko dogajanje v jetrih. Ob naslednji kontroli (T0 + 50 dni) 
pa pri njem ni bilo več viremije, imel pa je prisotna protitelesa IgG tudi ob tretji kontroli, 
in sicer 142 dni (dobrih pet mesecev) po prvem testiranju. Odsotnost protiteles IgM anti-
HEV v vseh plazemskih vzorcih tega krvodajalca in veliko virusno breme si nekoliko 
nasprotujeta, saj slednje kaže, da se je nedavno okužil s HEV, preklopa v razredih 
protiteles (iz IgM v IgG) pa nismo opazili, saj smo dokazali le prisotnost protiteles IgG (vsi 
kontrolni vzorci so bili negativni na prisotnost IgM anti-HEV).  
Krvodajalka (ID-2767147) z najnižjim virusnim bremenom (16 IU/mL) v prvotnem 
serumskem vzorcu, je imela po 18-ih dneh še vedno viremijo, do serokonverzije pa v tem 
času še ni prišlo. Slednjo smo potrdili z drugim kontrolnim vzorcem, 123 dni (4 mesece) 
kasneje, ko je bil rezultat določanja prisotnosti protiteles IgM anti-HEV mejen (verjetno je 
koncentracija protiteles že upadla), prisotna pa so bila že protitelesa razreda IgG.  
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Krvodajalec z genotipom HEV 3f (ID-2766728) je prišel na odvzem krvi najverjetneje ob 
koncu viremičnega obdobja. Protitelesa IgM anti-HEV so bila v prvem plazemskem vzorcu 
prisotna v nižjih koncentracijah (mejni rezultat). Ob kontrolnih odvzemih nismo več 
zazanali viremije, prav tako pa so bili negativni tudi rezultati testiranja na prisotnost 
protiteles IgM, kar potrjuje naše predvidevanje, da je bila okužba ob prvem odvzemu že v 
izzvenevanju. Protitlesa IgG anti-HEV so se pojavila 19 dni po prvem testiranju in ostala 
prisotna tudi 142 dni (dobrih pet mesecev) po prvem kontrolnem testiranju.  
Glede na rezultate testov NAT in serološki testov ter dinamiko označevalcev okužbe s 
HEV (Slika 4), lahko določimo, koliko časa je preteklo od pojava okužbe do prvega 
testiranja. Krvodajalca ID-2766673 in ID-2766731 predstavljata v tem kontekstu najbolj 
jasna primera. Pri njiju bi prvi odvzem krvi lahko umestili v obdobje 5-7 tednov po okužbi, 
rezultata njunih prvih kontrolnih testiranj, ki sta bila izvedena 3 tedne kasneje, pa v 
obdobje 5-10 tednov po okužbi. Krvodajalec ID-2766728 je bil ob prvem testiranju pri 
koncu viremičnega obdobja (ob 1. kontroli pri njem ni bilo več viremije), z manj izrazitim 
specifičnim IgM anti-HEV imunskim odzivom, ki je z nizkega protitelesnega titra v treh 
tednih po analizi prvega plazemskega vzorca upadel do nezaznavnega, medtem ko je bil 
IgG anti-HEV protitelesni imunski odziv v porastu od prve kontrole dalje. Pri preostalih 
dveh krvodajalcih (ID-2767147 in ID-2766754) smo lahko opazovali, kako se imunski 
odzivi razlikujejo od posameznika do posameznika, saj smo rezultate njunih testiranj težje 
interpretirali. Prvi plazemski vzorec krvodajalca z oznako ID-2766754 bi, glede na 
povišane vrednosti jetrnih encimov v krvi, izrazite viremije in odsotnosti specifičnih 
protiteles razreda IgG, lahko umestili v 4.-6. teden po okužbi. Pri nadaljnih analizah 
njegovih kontrolnih vzorcev nismo zaznali nastanka protiteles IgM anti-HEV, zato je bilo 
umeščanje na časovno skalo po okužbi težje. Pri krvodajalki z oznako ID-2767147 smo 
zaznali kasnejšo serokonverzijo, saj smo specifična protitelesa IgM v kontrolnem 
plazemskem vzorcu potrdili šele 123 dni po prvem testiranju, ko bi pričakovali že upadanje 
njihove koncenracije, kar bi lahko potrdili bodisi z mejnim rezultatom pri določanju IgM 
in/ali pojavom protiteles razreda IgG anti-HEV. Pri umeščanju njenega prvega serumskega 
vzorca na časovno skalo, smo si tako lahko pomagali le z oknom viremije, zato smo 
predvidevali, da je pri njej prišlo do okužbe do 6 tednov pred darovanjem krvi oz. prvim 
testiranjem. 
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V okviru magistrskega dela smo določili tudi analitično občutljivost testa NAT Procleix 
HEV. Proizvajalec Grifols navaja, da je njegova občutljivost, ob uporabi analiznega 
sistema Procleix Panther, 7,89 IU/mL, pri 95% mejni vrednosti in 2,02 IU/mL, pri 50% 
mejni vrednosti (45). Naši rezultati so pokazali slabšo analitično občutljivost, in sicer 
9,010 IU/mL za 95% in 6,244 IU/mL za 50% mejno vrednost. To lahko pripišemo 
manjšemu številu ponovitev, saj smo vsako redčitev kontrolnega vzorca testirali le šestkrat, 
medtem ko je proizvajalec za vsako redčitev mednarodnega standarda WHO HEV pridobil 
162 rezultatov meritev.  
S spoznanji, da je hepatitis E razširjen tudi v industrializiranih državah in ni le težava manj 
razvitih držav, da je tihi povzročitelj hepatitisa in se lahko prenaša s krvjo, so se 
upravičeno pojavila vprašanja o varnosti krvi, ki jo posamezne države znotraj EU in širše 
zagotavljajo svojim prebivalcem. V Sloveniji se ozaveščenost o okužbi s HEV povečuje, 
zato so kliniki razširili indikacije za testiranje na okužbo s HEV, ki je postalo obvezno za 
bolnike z določenimi nevro- in nefrološkimi sindromi. V epidemiološko anamnezo so 
vključili tudi vprašanje o uživanju potencialno oporečne hrane (15). Po Zakonu o 
nalezljivih boleznih (Ur.l. RS št. 33/2006) ter skladno s Pravilnikom o prijavi nalezljivih 
bolezni in posebnih ukrepih za njihovo preprečevanje in obvladovanje (Ur.l. RS št. 16/99), 
Nacionalni inštitut za javno zdravje prijave okužb s HEV posreduje v nacionalno zbirko 
nalezljivih bolezni. V letih od 2008 do 2018 smo v Sloveniji zabeležili do največ dve 
okužbi letno (54, 55). Naši izsledki, kjer smo v obdobju petih mesecev odkrili pet okužb s 
HEV, kažejo, da je tovrstnih odkritih in prijavljenih okužb manj, kot jih je dejansko 
prisotnih (asimptomatske). Pojavnost okužbe s HEV, ki smo jo določili, je torej za 
slovensko populacijo veliko bolj reprezentativna kot tista, ki jo navaja NIJZ, kjer 
upoštevajo samo prijavljene primere. Glede pojavnosti okužbe s HEV med slovenskimi 
krvodajalci (1:1857 odvzemov krvi) ne izstopamo v evropskem prostoru oz. smo 
primerljivi z državami Evropske Unije. Tudi razširjenost okužbe s HEV v Sloveniji je 
primerljiva z evropskim povprečjem.  
Uvedba univerzalnega oz. rednega ID-presejalnega testiranja NAT vseh darovanih enot 
krvi v Sloveniji je s stališča nizke pojavnosti okužbe pri nas stroškovno neupravičena. Zato 
bi bilo bolj smiselno izvajanje presejalnega testiranja v zlivkih plazme vseh darovanh enot. 
Kri v Sloveniji sicer lahko obravnavamo kot varno. V primeru, da bi želeli zagotoviti 
HEV-negativno kri za populacijo bolnikov, za katere bi bila transfuzijska okužba z 
 
 
45 
 
virusom življenjsko nevarna (npr. bolniki z rakom in tisti na imunosupresivni terapiji) in 
katerih število narašča, bi bila rešitev zagotavljanje stalne zaloge takih enot krvi zgolj 
zanje. Zato se zdi najbolj upravičeno in realno selektivno testiranje enot krvi. Po 
priporočilih ECDC, EASL in SaBTO ter po vzoru več evropskih držav (Avstrija, Francija, 
Luksemburg), bi torej tudi pri nas lahko testirali zgolj delež darovanih enot krvi, ki bi bil 
namenjen izključno ogroženim bolnikom (35). Taka rešitev bi bila zadovoljiva tako s 
stališča lokalnega tveganja za okužbo s HEV kot tudi finančne sposobnosti slovenskega 
zdravstva za zagotavljanje visoke varnosti krvi. Pri tem pa ne smemo pozabiti, da je 
tveganje za okužbo s HEV s hrano mnogo večje kot možnost okužbe s transfuzijo krvi.  
Okužbe s HEV bi torej lahko preprečili oz. zmanjšali z zagotavljanjem varne hrane, in 
sicer še najučinkoviteje s cepljenjem prašičev. Vprašljivo je tudi, koliko s HEV okužene 
divjadi je na slovenskem in kako bi zagotovili varnost divjačinskega mesa. Glede na to, da 
je okužba s HEV na področju razvitih držav, torej tudi pri nas, pravzaprav zoonoza, se zdi 
smiselno iskati rešitve na začetku prehranske verige, zato se je pojavil predlog, da bi za 
regulativo oz. preprečevanje okužb zadolžili prehrambno industrijo. Kar lahko naredimo na 
področju transfuzijske dejavnosti pa je, kot smo že omenili, uvedba testiranj določenega 
števila darovanih enot krvi za najbolj kritične bolnike, pri čemer pa jim je potrebno 
razložiti tudi pomen uživanja varne hrane oz. izogibanja potencialno oporečnim virom 
mesa, saj je v nasprotnem primeru ves trud transfuzijske službe zaman. 
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6  SKLEP 
Okužba z virusom hepatitisa E (HEV) še zdaleč ni samo problem držav v razvoju, saj 
porast okužb z genotipoma 3 in 4 HEV opažamo tudi v razvitem svetu. Okužba je 
pravzaprav zoonoza, ki jo pridobimo z uživanjem oporečnih mesnih izdelkov, prenos 
virusa pa je možen s transfuzijo HEV-pozitivne krvi, ki je bila odvzeta krvodajalcem v 
času viremije. Raziskava, ki smo jo izvedli v okviru te magistrske naloge, je prva tovrstna 
v Sloveniji. Njeni izsledki glede pojavnosti HEV in prekuženosti z njim, da je okužba 
pogostejša kot kaže slovenska evidenca nalezljivih bolezni. Ugotovili smo, da je njena 
pojavnost v naši državi 0,054 % ± 0,047 in je primerljiva z ostalimi državami Evropske 
Unije. Prvi smo v Sloveniji določali tudi razširjenost okužbe, ki je 7,44 % ± 1,45, kar kaže 
na to, da je med nižjimi, v primerjavi z evropskimi državami.  
Odvzete enote krvi v Sloveniji so, glede na nizko pojavnost HEV, varne, zato je možnost 
prenosa virusa s transfuzijo pri nas majhna. Kljub temu pa bi bilo, s stališča obveze 
zagotavljanja varne krvi, vseeno smiselno uvesti presejalno testiranje na okužbo s HEV bi 
bilo predvsem za imunsko oslabele bolnike, za katere je lahko okužba z virusom življenje 
ogrožajoča. Zaradi nizke pojavnosti okužbe univerzalno ID- testiranje NAT ni potrebno, bi 
pa bilo izvedljivo testiranje zlivkov plazemskih vzorcev odvzete krvi. Po zgledu nekaterih 
evropskih držav, ki so naše vzornice, bi bilo trenutno v Sloveniji še najbolj smiselno 
zagotavljanje nabora selektivno testiranih HEV-negativnih enot krvi, ki bi bile namenjene 
izključno imunsko oslabljenim bolnikom. Ti pa bi morali biti tudi poučeni o nevarnosti 
uživanja potencialno oporečne hrane, predvsem neustrezno termično obdelanega 
svinjskega mesa. Dolgoročna rešitev za preprečevanje okužb s HEV bi bilo cepljenje 
prašičev in s tem zagotavljanje varnih, predvsem prekajenih mesnih izdelkov, ki ostajajo 
najpogostejši vir vnosa virusa.  
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prebivalstva - 06 Nalezljive bolezni - Akutni hepatitis E (B17.2)] 
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PRILOGA 
Priloga I: Soglasje za pristop k študiji Prevalenca okužb s HEV med slovenskimi 
krvodajalci 
 
